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緒言
粁養細胞 を用い て ､ ど こ ま で生体 の 機能 と形態 を模倣 する こ と が 出来 ､ ま た逆
に ､ ど こ ま で人 工 的に 生体に は無い 機能 と形態 を創造する こ とが 出来る か は極め
て 車要な課 題で あ る ｡ こ の ような研究 に 関し て は ､ 従来､ 遺伝子工学的手法 が
多く 活用さ れ て い る(卜4) が ､ 著者は ､ こq)問題 を組織工 学的観点 か ち と ら え ､
･ 連 の 研究 を行 っ た ｡
年休 よ り分離 し て培養 系 へ 移した 細胞は ､ 複雑な生体 と比 べ れ ば非常 に単純 化
さ れ て お り ､ し た が っ て ､ そ の 取扱 い が 容易で ある こ と は 言うま で もない ｡ し
か し ､ そ れ と同時に ､ 元来生体内で 発現維持して い た機能や形態 を失う傾向に あ
る こ と も事実 で あ る(5, 6) ｡ そ こ で ､ 単純化 さ れた培養細 胞系か ら ､ 複雑な生
体 の 機能 を外挿する 手段と し て ､ 生体か ら分離 した細胞を単にポリス チ レ ン ( 広
義 の 人工 細胞外 マ トリ ッ ク ス) 培養皿 で 静置培養する の で は なく ､ そ の 細胞が 生
休内で 存在 し て い た環境 に近い 条件で 培養す る と い う考 えが 生 まれた ｡ これま
で にそ の 方法と して は ､ (1) 生体か ら分離 した細胞に 至連 な細胞外 マ トリ ッ ク
ス 構成成分 を用 い る こ と ､ (2) 培 養細胞に効率的に 栄養分 を供給出来 る 人工 細
胞外 マ ト リ ッ ク ス を用 い る こ と ､ (3) 目的の細 胞を援助出来 る よう な他の細胞
.
と共培養 する こ と ､ な ど が考え られて い る ｡ (1) の 例と して は ､ コ ラ ー ゲ ン
(7- 12)､ フ ィ プロ ネ クチ ン(13)､ ラ ミ ニ ン(1 4)､ グリ コ サ ミノ グリ カ ン(1 5)､ プ
ロ テ オ グリ カ ン(15)､ あ る い は マ トリ ゲル(6.16) (E H S腫痛か ら抽出 して 再構
成 さ れた基底膜(17)) など の細胞外 マ トリ ッ クス 構成成分(1 8)を､ ポリ スチ レ ン
培養 皿 に フ イ ル ム状に コ ー トし た上 で細胞を培 養する か ､ も しく は ､ ゲ ル 化が 可
能な 成5)の 場合 は ､ ゲ ル 化し て ゲル 上 も しく は ゲ ル 内で細胞を培養する こ とで め
る ｡ ま た ､ (2) の 例と し て は ､ ナ イ ロ ン な ど のメ ッ シ ュ 上(19. 20) ､ ホ ロ フ
ァ イ バ ー 上(21.2 2) ､ も しく は撹枠用 ビ ー ズ 上(2 3)で 細胞 を培養する こ と で あ る｡
そ して ､ (3) の 例 と して 措 ､ 上皮系細 胞を間葉系細 胞の上 で 培養する こ と(24.
2 5) ､ も し く. は目 的の 細 胞 を同 一 器 官 ･ 鼠 織か ら得 た 細胞 と共培養する こ と(2
1
6.
2 7) ､ な どで あ る ｡ こ の ような方法に より ､ 細胞の接着性向上 ､ 組織特異的機
能発現 ､ 三次元微細構造形 態 の誘導 ､ そ して 長期間培養な どが可能 と な っ た ｡
最近で は ､ こ れ ら の 実験系 を用 い た 応用研究と して は ､ 培 養細胞 を用い た人 工臓
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器の 開発 にか か わ る基礎的研究(28- 30) ､ 動物代替 となり得 る生物 活性評価系の
開発研究(19. Z9) ､ あ る い は 医薬 品の バ イ オリ ア ク タ 一 研究(31. 32) な どが 報告
さ れ て い る ｡
上述の 概念 に 基づ い て ､ 複雑な生命現象を解明 する実験系の レ ベ ル 推移を考 え
て み る と ､ 解析材料は 個体 レ ベ ル か ら器官 ｡ 組 織 レ ベ ル ､ そ し て細胞 レ ベ ル へ と
単純化 さ れ ､ 解析手段 は分子 レ ベ ル で 私行え る よう に な っ た o しか し ､ 最近 は ､
解析樹料 と して は培養 細胞 ほ ど単純で なく ､ 器 官 ◎ 組織は ど複雑で な い が ､ 必要
な機能 と形態 を維持 し て い る オ ル ガノ イ ド (器 官様構造物) をそ れ ぞ れ 個 々 の 特
徴を持 っ て い る 培養細胞 より計画 的に合成す る こ とが 可能 とな っ た ｡ すな わ ち ､
オ ル ガ ノ イ ドを培養細胞 より計画 的に つ く る こ とが 出来 ､ そ して ､ い ろ い ろな細
胞種を用 い る こ とで ､ 生体内の正 常観冷や器官 の モ デ ル ､ 癌な ど の 病態 モ デ ル ､
も しく は 非生体内モ デ ル と なり得る オル ガ ノ イ ド を構築す る こ とが ､ 人工 的器官
構築 の 最終的な 目標で あ る ｡
三次元構築体 を培養細腕 よりつ く る と い う点で ､ ス フ ェ ロ イ ド ( 多細 胞性球状
凝 集塊) は非常 に注目 さ れて い る ｡ 従来 の ス フ ェ ロ イ ド形 成法 は ､ 開い られ る
細 胞培養基質と い う点で ､ 細胞詐接着性基質 ( 細胞が 接着出来な い 基質) と細胞
学接着性基質 ( 細胞 が弱く接着出来る基質) の 二 つ に分類さ れ ､ こ れ ら の 基 質が
さ ま ぎ ま な細胞外マ トリ ッ クス構成成分や人工細胞外マ トリ ッ クス に よ っ て 作製
さ れ てき た o ア ガ ロ - ス(33)や寒天(34)も しく はpoly - 配関Å(poly (2- bydro -
xyeもhyl 帽et ha cryla七e )) (35)な どをポリス チ レ ン 培養皿 に コ ー トし た細胞非接
着性基質上 に ､ 癌細胞や胎児期の 細胞の よ う に強 い接着凝集性と 増殖 性を有 した
細胞 を播種する と ､ 細胞は まず互 い に接着凝集 し て 直径3 O- 50ミ ク ロ ン前後の 小
さ なス フ ェ ロ イ ドを形成 し ､ その 後は内部壊死を伴 い な が ら 直径 1 ミ リ前後 の ス
フ ェ ロ イ ドま で成長す る こ と にな る(36. 3 7) ｡ こ れ に対 して ､ 正常 ア ダ ル ト細
胞 を用 い た ス フ ェ ロ イ ド形成の 報告は少なく ､ そ の ほ とん ど が コ ラゲ ナ ー ゼ湾流
法で 得 た ラ ッ ト初代肝 細胞を用 い て い る ｡ つ ま り ､ 肝 レ チ ク リ ン線 稚 か ら調製
し た プロ テ オ グリ カ ン 分画(38)や 陽性荷電 ポリ ス チ レ ン(39)も しく は 肝細胞特異
的な ア シ ア ロ 糖 タ ン パ ク質の モ デ ル材料で あ るPV LA(poly ”- p - vinyl be n zyl I)-
la cto n amide )(4 0) などか ら構成きれる細胞半接着性基質上 に肝細胞 を播種する
と ､ -一 度細胞 は基質 に接着す るが ､ そ の後細 胞 一 細胞間結合 が細胞 一 基質 問結合
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よ り徐 々 に 弾く なる た め 多層集合体 を形成 し ､ つ い に は直径 1 0 ミ クロ ン前後の
ス フ ェ ロ イ ドを形成す る こ と になる ｡ こ の ように ､ 従来 の ス フ ェ ロ イ ドは ､ そ
の 形 成法が 細胞 一 触胞間の 偶発的な接着凝集性に 依存して い る の で ､ 任意 の 細胞
程 より計画的 に 作製する こ と は不可能 で あ っ た ｡
本論文 は ､ 二 縮か ら構成されて い る ｡
第一一 編で は ､ 培養温度37℃ で は固相状態 を示す が ､ 室 温に す ると培養液中に溶
解す る温度感受性 ポリ マ ー を､ Ⅰ型 コ ラ ー ゲ ン と共に接着依存性細胞の培養基質
に 応岡 する こ と で ､ コ ン プ ル エ ン トまで 培養 した 細胞を僅か な温度低下 の み で 基
質 か ら脱着 浮遊 して シ - 卜状 に 回収 する方法 を開発 し ､ さ らに ､ こ の 細胞 シ - 卜
を細胞非接 着性基 質上で 培 養する こ と に よりス フ ェ ロ イ ド形成 法を確立 し た ｡
ま た ､ こ の 基質上に 2種類 以上 の細胞 を重層播種も しく は 混合播種 する こ と で ､
任意 の サ イ ズ と任意 の 構成細胞比を有 し た ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ドを計画的に作製す
る技 術を確立 し た ｡
第L-1I
d
. 編で は ､ 第 - ▲編 の 技術で作 製した ス フ ェ ロ イ ドに つ い て ､ 生化学的 も しく
は組織 学的特徴の い く つ か を明確に して ､ オ ル ガ ノ イ ドと して の応用性 を検討 し
た ｡
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第 ･ 編 ス フ ェ ロ イ ド作 製 に 関する 基礎的研 究
細胞非接着性基質 あ る い は細胞 半接着性基質 を用 い た従 来の ス フ ェ ロ イ ド形成
法は ､ い ずれ も細胞 一 細胞間の偶発的な接着凝 集性に依存 して い る の で ､ (1)
形 成 出来 る 細胞種 が 限 ら れて し ま う ､ (2) サ イ ズ を任意 に は 制御出来 な い ､
(3) ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ド (2種類以上 の 細胞 で構成さ れる ス フ ェ ロ イ ド) 作製
は困難で あ る ､ (4) ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ドの 構成細 胞比を任意 に は制御 出来な い ､
な ど の 欠点 が あ っ た ｡
そ こ で本編 で は ､ 接着依存性細胞の培養基質 と して 温度感受性ポ リ マ ー を応用
す る こ とで ､
"培養 細胞 の 挙動を計画 的に 制御 する こ･ t
”
と
d
培養細胞 が 元来持
っ て い る自 己組織形 成能力 を 自由に発揮 させ る こ と
”
･な ど を可能 に する 環境 と培
養法を 開発 し て ､ 上 述の よ うな欠点を改良 した 全く新し い ス フ ェ ロ イ ド作製技術
を確 立した ｡
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笥 一 章 温度感受 性 ポ リ マ ー の接着依存性細胞培養 系へ の応 開
興型的な 温度感受性 ポ リ マ ー で あ る ポリ N イ ソプ ロ ピル ア クリ ル ア ミ ド (P N
i r' A Am ; poly-”- is opr op yl a c ryla mide) は ､ 臨界温度以下の 温度で は水溶
惟で ､ よ り高 い 温度で は 析出沈澱す る ｡ つ まり ､ 臨界温度前後で温度を僅か に
変化 させ る こ と に より ､ P N IP A A m の ア ミ ド基 と水分子 の 間の 水素結合 の 成
立 を調節出来る た め ､ 水溶性 (親水性) と水不溶性 (疎水性) と の 転換を可逆的
に 起 こ す こ と が 出来 る o こ の臨界温度は下限 臨界共溶温度 (L C ST ; lo w e r
c ri tic al s olutio n te mpe r atu r e) と 呼ば れ ､ 約3 0 ℃で ある (Fig. 1) . こ
の こ と はtle sk in s ら に より19 68年に 報告さ れて おり(41)､ そ の後は ､ 主 にイ ムノ
ア ッ セ イ(42)や ドラ ッ グデリ バ リ ー シス テ ム (D D S)(43)な どの分野で応 用さ
れ て い る ｡
ま た ､ 接着依存性細 胞培養系にお ける培養基質 は ､ 細胞を機械的に保持する の
み な らず ､ 細胞 の特異 的機能をも誘導す る重要 な足場で ある(4 4.4 5) ｡ そ こ で ､
本章で は ､ 培養温 度3 7℃ で は水不溶性で ある が L C S T以下の 室 温で は 水溶性
とな る P N IP AA m を ､ 接着依存性細胞の 培養基 質と して 応用する こ と を検討
し た ｡
ト ト1 温度感 受性ポリ マ ー の諸性質
【実験方 法】
p NI P
'
A Am ポリ マ ー 紘 ､ Nイ ソプ ロ ピル ア クリ ル ア ミ ド (N I P AA m ;
N- isoprop yl ac ryla mide) モ ノ マ ー (イ ー ス トマ ン ･ コ ダ ッ ク社製) より ､ グ レ
ー ス 日本中央研究所 に お い て 分子量約 2 0 0万 に合成さ れた もの を使用 した ｡
P N I PA Am の 精製乾燥粉末を ､ 蒸留水 ､ 0. 5%(管/v)Ⅰ 型 コ ラ ー ゲ ン 水溶液
(ce】.1ge n. 〔株〕 高研製) ､ P BS ､ 牛血 清 (ギ ブ コ 社製) ､ お よ び培地
*1に ､
*1
培地 (D M E培地) : 10 %牛胎児血清 (F B S ;fetal bovin e s e r u m, ギブ コ
-
C)
-
社製) . 2 0伯朗 N - 2 - ヒ ド ロ キ シ ュ テ ル ピ ベ ラ ジ ン I N
'
- 2 - エ タ ン ス ル ホ ン酸
(H E P ES , ギブ コ 社製) ､ 1 80u nits/mlペ ニ シ リ ン ( ギブコ 社製) ､ お よ
び1 00fL g/mlス ト レ プ ト マ イ シ ン (ギ ブ コ 社 製) 含有の ダ ル ベ ッ コ 改変 イ ー グ
ル 培地 (D M EM ; Dulbe c c o
'
s m odified Eagle
'
s m ediu m. ギブ コ 社製) で あ
る ｡
終濃度が1. 0 %(w/v)と な る よ うに 4 ℃ で溶解し た ｡ 次 に ､ 内径3m mの ガ ラ ス管
に 各溶液を入れ ､ 毎 分約3 ℃ の温度上昇率の 水浴を用 い て ､ 各溶液の L C S Tを
P N I PA A m の析出沈澱 開始 に より溶液がく もり始める 温度と して 測定し た ｡
【実験結 果】
グ レ ー ス 日本中央研究所で合成さ れたP N I P A Am よ り調製 し た1. 0%(Ⅶ/v)
p N I P A m 水廃液は ､ L C S Tを有して お り ､ 培養温度3 7 ℃ で は析出沈澱
して 固相状態を示 すが ､ 2 5 ℃ で は液相状態を示 す こ とが確認され た (F ig. 1) ｡
ま た ､ そ の他 の溶液中に も L C S T が存在す る こ と が 分 か っ た の で ､ こ れ らを
水溶液中で の L C ST と比較 した結果 ､ コ ラ ー ゲ ン水溶液中で は ほ とん ど変化な
く約3 2℃ を示 すの に 対し て ､ P BS ､ 牛血清 ､ お よび培地 中の よう に電解質が
存在 する 溶液中 で は 28 - 2 9 ℃と若干低値を示 した (Table 1) ｡
Tab le 1 L CS Ts of PNIPA Am .
Collage n Calf Cultu r e
So1
.
v e nt 甘ate r Solut io n PB S Se r u m 姐ed iu m
L CST(℃) 31. 8±0. 1 31. 7±0. 1 2 8_ 9±0. i 2 8. 2±0. 1 28. 6 ±0. 1
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CH
/ ＼
CH3 CH3
(Tく LC ST)
十C H2 - C H七
C ○
NH
f
C H
/ ＼
C H3 CH3
(T>L CST)
Hycboph 紬e ⊂= = =コ Hycb･ophobic
Fig. 1 Ther 田0 て e SPO nSiven e ss of poly-N-isopr op yl a c ryla mide (PNIPAAm).
i. 0 %(w/v) aque o u s s olutio n of PNIPA An1 is in soluble a nd fo n n s apre cipitate at
the c ell c ultur etempe r atu r e of 37℃, ho w ev e rbe co m e sin staJltly s oluble in 甘ate r
at ro o mte mpe r atu r e. This cha nge fr oQ) a S Oluble sitate tO aTlin soluble state is
r ev er sible belo w a nd abo v ethe lowe r
.
critical s olutio nt印t - tu r e(L CST) of
ap pr o xim ately 30 ℃. The c o nv e r sio n l S C a us ed .by the te mpe ratu r e- depe nde nt
for m atio n a nd de stm ctio n of hydr oge nbo nds betw ee nthe 甘ater a nd the amide
gro ups of the polym e r.
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1一 卜2 温度感受性 ポ リ マ ー の 細胞毒性試験
【実 験方法】
p N I P A Am ポリ マ ー と N I PA A m モ ノ マ ー を ､ そ れ ぞ れ終濃度が1. 0 %
(w/v) と な る よう D M E培地 に 4 ℃で溶解 し た後洩過滅菌 (0. 45 FL m) する こ と
で ､ ポリ マ ー 含有 D M E培地 (P - D M E培地) と モ ノ マ ー 含有 D M E培地 (M
一 口 M E培地) を調製 し た ｡ ま た ､ 接着依存性細胞と し て は ､ 吉里 ら(46)の 方
法に 従 い と 卜真 皮由来棟維芽細胞 を採取 し ､ D M E培地 を使用 して 5 % C O2/95
% 空気 存在下 の3 7℃ 加湿 イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内で ､ 継代数を1 0- 2 0に培養維持し た
細胞 を開 い た ｡
接 着前の 細胞に 対す る影響 を調 べ るた め に ､ 細胞 をD M E培地 ､ P - D M E培
地 ､ お よぴ M - D M E培地 各 々 2 mlに懸濁 して ､ 直径35m mの 親水性陰性 荷電 ポリ
ス チ レ ン 培養皿 (フ ァ ル コ ン ♯3 0 01) に2. 5 × 1 04/c m2 と な る よう に 播 種 し ､ P N
I P A Am が 液相状態 で ある 温度2 5℃ で 培養 し ､ そ の 後の 細 胞形態 を位相差顕微
鏡下で観察 した . さ ら に ､ 接着後の細胞に 対する 影響 を調べ る た め に ､ 1日間
細胞 をD M E培地で 培養 し接着 ･ 伸展 さ せ た 後1. P - D M E培地 も しく は M - D
M E培地 に培地交換し て ､ 以 下同様の 検討 を行 っ-た｡
【実験結果】
D M E培地 ､ P - D ME培地 ､ お よび M - D M E培地 を用 い て ､ 3 日間培養 し
た細胞 の 位相差顕微鏡写真を比較する と ､ コ ン トロ ー ル で あ る D M E培地 と P -
D M E培地で の 細胞形態に 相異は認め られなか っ た が (F ig. 2 A, C , D , F) ､
一 方 ､ M - D ME培地 で は ､ 接着前の 細胞は培 養皿 に 未接着 の ま ま 丸い 形態 を維
持し (Fig. 2 B) ､ 接 着後の細胞 は培養皿 か ら 剥離 した (Fig . 2 E) ｡ さ らに ､
2週間培養 し た後 で も ､ P - D M E 培地 で は D ME培地 同様に正常 な 細胞 の 増殖
形態 が 確認 さ れた ｡ こ れ らの 結果は ､ N I P AA m モ ノ マ ー は細 胞毒性 を示 す
が ､ そ の ポ リ マ ー で あ る P N I P
'
A A m に は細胞毒性 が な く細胞培 養実験 系に 応
開出来 る こ と を示唆 して い る ｡
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1一 卜3 温度感受性ポリ マ ー を含有する細胞培養基質の作製
【実 験方法】
P NI PA A m を終濃度0. 5 %(v/v)と なる よ う に 4℃ で 蒸留水に溶解後､ 121
℃2 0分間オ ー ト ク レ ー プ滅菌 し ､ 再度4 ℃で 溶解す る こ とで0. 5 %(w/v)P N I P
A A
l
m 水溶液を得た ｡ 等量 の0. 5%(”/v)P NI P A A m 水溶液 と0. 5 %(w/v)Ⅰ
型 コ ラ ー ゲ ン 水溶液 (Cellge n, 〔株〕 高研製 ; 滅 菌済) を 4 ℃ で 均･･･.- 一 に 混合 し ､
直径3 5mm の 親水性陰性 荷電 ポリ スチ レ ン培養皿 (フ ァ ル コ ン ♯3 001; 9. 6c m2) に
o. 4 mlの 混合液を入れて 表面上 に均 一 に広げ ､ 4 - 7時 間10 ℃の クリ ー ン ベ ン≠
内で 乾燥する こ と で ､ P N I PA A m ポリ マ - と I型 コ ラ ー ゲ ン の 均 一 混合物を
コ ー ト し た培養皿 を調 製し た (各 々 約100J⊥g/c m2) ｡ ま た ､ 同様 の 方法 で0. 4
ml の0. 25 %(w/v) p NI P A Am 水溶液 と0. 4 mlの0. 2 5 %(w/v) Ⅰ型 コ ラ ー ゲ ン
水溶液を用 い て
L
､ p N IP A Am の み ( 約1 00lLg/c n2) ､ も しく は Ⅰ 型 コ ラ ー ゲ
ン の み (約100J⊥g/cm 2) を コ ー ト し た培養皿 を調製 し た (Fig. 3) ｡
そ し て ､ P N I PA Am の D M E培地中で の L C S Tより高 い3 7℃ の ホ ッ トプ
レ - 卜上 で各 々 の コ ー ト培養皿 を保温し ､ こ の 上 に37℃ D M E培地 に懸濁し た■ヒ
ト真皮由来線維芽細胞 を2. 5×104/c m2 とな る よ う に 播種 して ､ 5 % C O2/95%空
気存在下の37℃ 加湿イ ン キ エ ペ - タ - 内で 2 日間培養し た後 ､ 位相差顕微鏡下で
観察し た ｡
【実験結果】
細胞 は ､ P NI P A Am ポリ マ ー の み をコ ー トした培養皿上 に は 全く接着しな
か っ た が (Fig. 4 B) ､ P N I P A Am ポリ マ ー と Ⅰ型 コ ラ ー ゲ ン の 均 一 混合物
をコ ー ト した培養皿 上で は ､ 細胞接着は 改善さ れ ､ 未 コ ー トの 培養皿 上 ま た は Ⅰ
型 コ ラ ー ゲ ン の み を コ ー ト した培養皿上 と 同様に 細胞は 接着 ･ 増殖 し得た (F ig.
4 A , C , D) ｡ つ まり ､ 接着依存性細胞 と全く親和性の ない P N I PA Am
に 天然 の代表的な細胞接着性 タン パ ク質で ある コ ラ ー ゲ ン を混ぜ る こ と で ､ 温 度
感受性 ポ リ マ ー を含有 する細胞培養基 質を作製す る こ とが 出来 た ｡
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Fig. 4 Adbe sio n a nd spr eading of c ells o nPNIPA Am.
Fibr obla sts w er e c ult red for2 days . (A) On ahydr ophi lic polystyr e n edish
with the n egative cha rge, (B) On adish c o ated with PNIPAAm. (C) Co ated with
c ollagen, (D) Co ated witha mixtu r e of PNIP A Anand c ollage n. (Ba r= 2 00Jl m)
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I- 1 - 4 温度感受性 基質 を用 い た培 養細胞回収法
【実験方法】
P N I P A Am ポリ マ ー と l 型 コ ラ ー ゲ ン の 均 一 混合物 を コ - 卜 し た培養皿
( 各々 約10 0Jlg/c m2) 上に ､ D M E･培地 を用い て 細胞を4, 0 × 104/c m2 と なる よう
に 播種 して ( 操作は37℃ で 行 う) ､ 3 7℃ の イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内で 4 日間培養 した o
そ して ､ Ⅰ) M E培地 中で の P NI P AA m の L C ST 以下 の 室温約2 5℃ に 培養皿
を取り 出し て ､ 位相差顕微鏡下 で観察 した ｡
【実験結果】
4 日間培養 の 後 ､ P N IP A Am ポリ マ ー と Ⅰ型 コ ラ ー ゲ ン の 均 - 混合物 を コ
- 卜 し た培養皿 上 で コ ン フ ル エ ン トと な っ た細胞 は ､ 培養皿 を室温に取り出す こ
と で 培養液の 温度が L CS T以下 にな る と ､ 次第 に ､ 培養皿 の 縁の 方か ら中心 の
方 へ と シ ー ト状 に 脱着 し始め ､ 約2分間で ､ 直径35m mの 培養皿 一 枚か ら ､ 一 枚の
単層 シ ー ト状細胞 が完 全に 脱着回収出来た (F ig. 5) ｡
- 13 -
Fig. 5 Deta ching pr o c e s s of fibr obla sts fr o m adish c o ated witha mixtu r e of
PNIPAÅm a nd c ollagen . (Bar - 500LLm)
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第 二章 締結芽細胞の ホ モ ス フ ェ ロ イ ド
ヒ 卜真皮由来線 椎茸細胞 を温度感受性基質上 で コ ン プ ル エ ン トま で培養 した 後
に ､ 周 期温度を L C ST 以下 に する こ と に より ､ 細 胞 は細胞 - 細 胞間結 合を維 持
し た ま ま足場を失う の で ､ 単層シ ー ト状細胞と して 脱着回収 された ｡ そ こ で ､
本章で は ､ 単層培養と い う 二 次元拘束状態 か ら解放さ れて 自由度を得た シ ー ト状
細胞 集団 を細胞非接着性 基質上で培養 した と きに ､ 細胞が ど の よう に自己組織形
城能 を発揮す る の か を検 討し た B
卜2 - 1 ホモ ス フ ェ ロ イ ド形成法
【実 験方法】
細胞 シ ー ト作製用の 温度感 受性基質 (Ⅰ型基質*2) と ､ ス フ ェ ロ イ ド形成お よ
ぴ維持用の 細 胞非接着性基質 (Ⅱ型基質*3) を調製し た (l- i-3 参照) o そ し
て ､ P N I PA A m ポリ マ ー が培地中に溶解 しな い よう に3 7℃ の ホ ッ トプ レ ー
ー
ト
上で Ⅰ型基質含有培養 皿 を保温し ､ こ の上 に37℃ D ME培地 に懸濁 した ヒ ト真皮
由来線椎茸細胞を4. 0× 104/c m2と なる よう に播種して ､ 5 % C O2/95 %空気存在
*2T 型基質 :
▲等量の0. 5%(野/v)P N I P A Am 水溶液と0. 5%(w/v)Ⅰ型 コ ラ ー ゲ
ン 水溶液 を4 ℃で 均 一 に 混合し ､ 直径3 51n mの 親水性陰性荷電 ポリ スチ レ ン培養
皿 (フ ァ ル コ ン ♯3 001;9. 8c m2) に0. 4 mlの 混合液を入れ て 表面上に 均 一 に 広
げ 4 - 7 時間1 0℃ の ク リ ー ン ベ ン チ内で 乾燥する こ と で ､ P N I P A Am ポリ
マ ー と Ⅰ型コ ラ ー ゲ ン の 均 一 混合物をコ ー ト した ( 各々 約100〃. 蛋/c m2) 0
*3甘型基質 : P NI P A Am ポリ マ ー の み をコ ー ト した培養皿 に は細胞 が接着 し
な い 羊と を確認 して い る の で ､ 0･ 5 %(w/v)P N I P A m 水溶液を細 胞に荷電
影響 の ない 直径3 5m mの 疎水性ポリ ス チ レ ン 培養皿 (フ ァ ル コ ン ♯10 0 8;9. 6c m2)
に0. 2 ml入れ て表面 上 に均 一 に広げ 4 - 7時間1 0℃ の クリ ー ン ベ ンチ 内で 乾嘩
す る こ と で ､ P NI P A Am ポリ マ ー の み を コ ー ト した ( 約100FL g/c m2) .
- 1 5 -
下の3 7℃加 湿イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内で コ ン プ ル エ ンー ト に なる まで約 4日間培養後､
i- C ST以 下の 室 温約2 5℃ に 培養皿を取 り出 した (Fig. 6 A , ち) ｡ こ の 操 作
に よ り ､ Ⅰ型基 質に 用 い た P N IP A A m ポ リ マ ー が 培地中 へ 溶解 し始め る た め ､
細胞は足場を失 い ､ 培養液の温度が L C S T以 下 に な っ て か ら約 2分間で ､ 細胞
は - 枚の シ ー トと して Ⅰ型基質か ら完全 に脱着 し た (Fig. 6 C) o こ の 際 ､ 溶
解 し た P NI PA A m ポリ マ ー の 混入を防 ぐた め に ､ 脱着 し た細胞 シ - 卜 を2 回
4℃ の P BS ､ 1匝Ⅰ4 ℃ の 新し い D M E 培地 で リ ン ス した ｡ あ らか じめ37℃ に
保温 し ､ D M E培地 を満 た し たⅡ 型基質含有培養皿 へ 移 して ､ 5 % C O2/95 %空
気存在下 ､ 37 ℃加湿イ ン キ ュ ベ - タ - 内で 2日 間培養後 ､ 形態変化を位 相差顕微
鏡 下で 観察 し た ｡
r 実験結 果】
単層培養で コ ン プ ル エ ン トにな っ た ヒト真皮由来 線雑芽細胞は全体と して 方向
性 を有 して お り ､ 個 々 の 細胞は紡錘形 とな っ て い る (Fig. 6 A) ｡ しか し ､ 脱
着 に と も な い 接着伸展 が 解除され て ､ 個 々 の 細胞は より立体的に なり 円形 を示す
よ う に なる (Fig･ 6 C) . そ して ､ 一 枚の シ ー ト状に 脱着 した 単層 の 細胞 集団
は ､ Ⅰ型基質に接着す る こ となく 収縮凝集 し ､ 2日後に は 一 つ の 完 全な ホ モ ス フ
ェ ロ イ ドを形成した (F ig. 6 D) 0
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卜2- 2 ホ モ ス フ ェ ロ イ ド形成過程 の 形態学的検討
【実験方法】
l. 1c m2 *4 と9. 6c m2 の Ⅰ型基質より シ ー ト状に脱着回収し た ヒ ト真皮由来線推
芽細胞 より ､ Ⅱ型基質を用 い て ホモ ス フ ェ ロ イ ドを作製 した ｡ こ の 場合､ D M
E培地 は 3日転に 培地 交換し た ｡
(1) . 位相差顕微鏡に よ る観察
経 時的 に ス フ ェ ロ イ ド形成過程を位相差顕微鏡で 観察 し ､ そ の顕微 鏡写真 より
ス フ ェ ロ イ ドの 長軸径 と短軸径 を測定し ､ ス フ ェ ロ イ ド の 体積を ､ 甘aji- E arimら
(4 7)の 計算式 で求め た ｡
V - 4/ 3 ･ 7t ･ ( a b) 3/ 2
{v : ス フ ェ ロ イ ドの体 積 ､ a :短軸半径 ､ b : 長軸半 径〉
(2) . 光学顕微鏡に よ る染色切片の 観察
1. 1cm 2 の Ⅰ型基質 よ り脱着回収 した細 胞シ ー ト に つ い て は ､ 経 時的に ス フ ェ ロ
イ ド形成過程 の 細胞集合 体 を採取 し ､ P B S で 2回リ ン ス し た後 ､ 10 %中性緩 衝
ホ ル マ リ ン液(pH7. 4) ( 和光純薬工業 〔株〕 製) を用い て 4 ℃で 1 時間固定 した ｡
こ れ を､ 常法に従い 脱水後パ ラ フ ィ ン 包埋し ､ 細胞集合体 の 正 中面付近を垂 直方
向 に 2FL m の 厚さ に薄切 した ｡ さ らに 常法に従 い ､ こ の 切 片を脱 パ ラ フ ィ ン し
た後 ヘ マ トキ シ リ ン ー エ オ シ ン染色 し ､ 光学顕微鏡で観察 し た ｡
(3) . 電子顕微鏡に よ る観察
1. 1c m2 の Ⅰ型基質より脱着回収 した 細胞シ ー ト に つ い て は ､ 経 時的に ス フ ェ ロ
イ ド形成過程の 細胞集合 体を採取 し ､ P B S で 2回 リ ン ス した後 ､ 2 %グ ル タ ー
ル ア ル デ ヒ ド含有0. 13Mリ ン 酸援衝液(pH7. 3)を用い て 4 ℃で 2 時間固定し ､ 後
固定 は 1 %四酸化 オ ス ミ ウ ム 含有 の 0. 13 bIリ ン 酸緩衝液(pH 7. 3)を用 い て 4 ℃ で
*4l. 1c m2 の Ⅰ型基質 : 直径3 5m mの 培養皿 (フ ァ ル コ ン ♯30 01;9. 6c m2) に コ ー ト
し た Ⅰ型基質上 に 直径11. 8m mの 円形 の 溝をコ ン パ ス の針で 無菌的に 彫る こ と で ､
1. 1c m2 の Ⅰ型基質が 得られ る ｡ 同様の 方法で 任意 の 面 積の Ⅰ型基 質を調製す
る こ とが 出来 る ｡
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2 時間行 い ､ さ ら に常法 に従い 脱水し た ｡ そ の後 ､ 通過型電子顕微鏡 の 試料 は ､
エ ボ ン 8 1 2樹脂 に包 埋 し ､ U ltr a c ut- E (Reicbe rt Ju ng社製) で超薄切片を作
製 し ､ 電 子染色 に は酢鞍 ウ ラ ニ ル とク エ ン酸鉛の 二重染色を施 して ､ 電子顕微鏡
(JE掛1 20 0E X. 日本電 子 〔株〕 製) 観察を行 っ た｡ - 方 ､ 走査型電子顕微鏡の
試料は ､ 臨界点乾燥を施 し た後 ､ イ オ ン ス パ ッ タ リ ン グ装置 で 金を蒸着して電子
顕微鏡 (J S朗- 8 40 A. 日本電子 〔株〕 製) 観察を行 っ た o
【実験結果】
(1) . 位相差顕微鏡に よ る観察
1･ 1c m2 の Ⅰ型基質 より脱着 回収 し た 一 枚の 細胞 シ - トが ス フ ェ ロ イ ドを形成 す
る ま で の 過程 の 経時的な位相差顕微鏡写真 (Fig. 7) と ､ こ れより測定 し た平均
直径の 経時的相対変化 図 (Fig. 8) より考 えて ､ 脱着 回収 した細胞 シ ー ト は ､ 初
期の 約12時間で 脱着直後の 大きさ の約4 5% の レ ベ ル に ま で著しく収縮凝集して ス
フ ェ ロ イ ドの母骨格を形成し ､ その 後約4 8時 間目 まで に嫁が 滑らか で 完全なス フ
ェ ロ イ ドを形成する こ と が分 か っ た ｡ 48時間目 の ス フ ェ ロ イ ドの 平均直径は ､
68 3±1 071L m (n - 4) で ､ 平均体積は ､ (1. 7 7±0. 6 6) ×1 0- 4 c mう (h = 4)
で あ っ た ｡ ま た ､ 9. 6c m2の Ⅰ型基質より脱着回収した 一 枚の 細胞シ ー トの ス フ
ェ ロ イ ド形成過程 (Fig. 9) より ､ ス フ ェ ロ イ ドの 母骨格は 脱着後1日目 で形成
さ れて い る が ､ そ の後 も少 しず つ 収縮凝集して お り ､ 10日目以降に ほ ぼ 一 定の 大
きさ の ス フ 立 ロ イ ドを形成す る こ とが 分か っ た ｡ なお ､ 20日目 の ス フ ェ ロ イ ド
の 平均直径 は ､ 1. 41±0. 02m m(n - 5) で ､ 平均体積は ､ (1. 46±0. 0 5) 米l o- ラ
c mう (n = 5) で あ っ た ｡
(2) . 光学顕微鏡 に よ る染色切片 の観察
脱着 直後の 細胞 シ ー トで は ､ 個 々 の 細胞 は類 円形 を呈 し ､ 隣接細胞 は互 い に 細
胞間結合部分 を広く共有 して ､ 全体と して は波形 の 単層を構成 して い る (Fig. 10
A) ｡ ま た ､ ユ 時間培 養後の 多細 胞性凝 集塊 は ､ 3 - 5細胞層で構成 ぎれて お
り ､ 表層部の 細胞 は伸展 ､ 南平化す る傾向に あるが ､ 内層を構成 し て い る細胞形
態 は 多角形である (Fig. 1 0B) ｡ さ らに ､ 3 ､ 6 ､ 12､ 24時 間と培養時間が 長
く な る に 従 い ､ 多細胞性凝 集塊の 正 中面付近垂 直切片 は 円形 に近づ きな が ら多層
- 1 9 -
化 し た (Fig. 10C , D , E , ど) ｡ そ し て ､･
､ 2 ､ 7 ､ 28日間培養し た ス フ ェ ロ
イ ドで は ､ い ず れ も内部 に は 多角形 も しく は類 円形 の 細胞形 態 を示 し た 生細胞 が
存在 し たが ､ 培養日数の 増加 と と も に生細胞の 割合が 減少 し ､ 核萎縮細胞 や脱核
細 胞 も しく は細胞破 片の 割合が増加し (Fig. 1 0G, H , Ⅰ) ､ 外周部で は窟 平化
した 細胞が 次第 に層をなす よ うに な っ た (Fig. 1 0J , K , L) ｡
(3) . 電子顕微鏡に よ る観察
通過型電子顕微鏡 : 脱着直後で は ､ 細胞シ ー トの 収縮を示す単層の 波形配列
を して おり ､ 個 々の 細胞 は ､ 微繊毛を有 して 類円形 を呈 した ｡ ま た ､ 細胞周辺
に は ､ Ⅰ型基質由来 と考 え られる コ ラ ー ゲ ン の 付着 は ほ と ん ど認 め られ なか っ た
(Fig. ll) ｡ 1 時間培 養後で は ､ 3 - 5層配列 と なり ､ 表層に近 い 細 胞は細胞
質の-- ･ 部 が表層 に沿 っ て 伸展 した . ま た ､ 内層部 の 細胞 は ､ 類円形 か ら多角形
を示 し ､ 細胞 の 形態変化の 初期像を呈し た (Fig.12A) ｡ さ ら に ､ 表層に近 い
細胞 間･に は ギ ャ ッ プ結合 と密着結合が 観察さ れた (F ig. 1 2B) ｡ 6 時間培養後
で は ､ 表層 は長く伸展 し ､ 単層の 細胞で 覆わ れた 細胞間に は ギ ャ ッ プ結 合が観察
さ れ た (F ig. 1 3 A) ｡ 内層部 の 細胞は ､ 類円形か ら 多角形 を示 し ､ 細 胞間隙は
比較 的疎 で あり (Fig. 13B) ､ 24時間培養後で は ､ 表層 の 2 - 3層は 伸展し て 紡
錘形 を示 した (Fig. 1 4A) ｡ 内部で は ､ 細胞間隙が密に なり細胞は面 接触を示
し ､ 個 々 の独立 した細胞で はなく て ､ 実質組織の 細胞配 列に類似 して い た (F ig.
14 B) ｡ 7 日間培養後で は ､ 表 層か ら 3 ､ 4 ､ 5層の細胞像は紡錘形 を呈 し ､
ミ ト コ ン ドリ ア ､ 粗面小胞体､ ゴ ル ジ装置 が発達し細胞質は豊富に 存在 した ｡
こ の 場合､ ゴル ジ装置付近で は ､ 被覆小胞が観察さ れた ｡ ま た ､ 細胞間隙は コ
ラ ー ゲ ン様ゐ線推で 満 たさ れて い たが ､ コ ラ ー ゲ ン 線推特有の横縞は 観察 さ れな
か っ た (Fig. 15) ｡ 2&日間培養後で は ､ 自家食胞は 目立 つ が ミ ト コ ン ドリア は
発達 し て い た ｡ ま た ､ 阻面小胞体が豊富 で あり ､ コ ラ ー ゲ ン が産 生 され て い る
こ と が示唆さ れ . 細胞膜近 く には コ ラ ー ゲ ン様線維の分泌像 も観察さ れ た (F ig.
16) 0
走査型電子顕微鏡 : 7日間培養し た ス フ ェ ロ イ ドは ､ や やゆが ん だ球形 で ､
全体 が伸展 し た線維芽 細胞で 覆われ て い る (Fig. 1 7A) ｡ ま た ､ 伸展 し た線 椎
茸細 胞 は ､ 長 い 微械毛をの ば して 互 い に密な接触を保 ち ､ 規 則的に 配列 し て い る
(F ig. 17 8) ｡
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Fig･ 7 Pha s e- c o ntra st nic r ogr aphs of a m ul tic ellular sphe roidforTnatio npr o c es s
afterthe deta chfn e nt a S aC ellshe et de rived fro mthe ty pe -I s ubstr atu m with
stlrfa c e a r eaof abo ut i. 1 c m2 _ (A) Im ediately afterthe co mplete deta chm e nt.
(ち) 1hr. (C) 3hr, (D) 6hr, (E) 12hr, (F)24hr, (G) 48hr - c ultu r e o nthe ty pe - ⅠI
s ubstr at潤 afte rthe detachme nt_ (Barb - 500LL m)
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卜2- 3 培養ホ モ ス フ ェ ロ イ ドの 再接着 に よる 単層細 胞 の 誘導
【実験方法】
9. 6c m2 の I型基質 より脱 着 し た細胞 シ ー トを ､ Ⅱ型 基質上 で20日 間培 養す る こ
と に より作製 した ス フ ェ ロ イ ドを ､ 細胞が 接着 出来る 通常 の親水性陰性荷電ポリ
ス チ レ ン培養皿 (フ ァ ル コ ン #30 01) に再播種 して ､ そ の 後の 挙動を位相差顕微
鏡下 で観察 し た ｡
【実験結 果】
2 0日 間培養 した ス フ ェ ロ イ ドを用 い て ､ 細 胞が接着出来る 通常 の培養皿 に再播
種 し た と こ ろ ､ 2日後に は 接着して ス フ ェ ロ イ ドか ら細胞 が 移動し始め (Fig. 1 8
A) ､ 8 日後に は ス フ ェ ロ イ ド周囲に単層細胞の 再増殖が み られた (F ig. 18 B) ｡
こ の 現象 は ､ 約 1年 間培養 し たス フ ェ ロ イ ドで も確認 さ れ た ｡
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第 三草 根椎茸 細胞 と肝 実質細胞の ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ド
本章で は ､ l 型基質 上 で コ ン プ ル エ ン ト まで 培養 した と 卜真皮由来線維芽細胞
( 間葉系細胞) の 上 に ､ ラ ッ ト初代肝実質細胞 (上 皮系細 胞) を重層播種す る こ
と に より ､ ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ド (2種類以 上の 細 胞で 構成さ れ る ス フ ェ ロ イ ド)
の 作製を検討した ｡
ト3 - 1 重層播種に よる ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ド形成法
【実験方法】
P N I P A Am ポリ マ ー が培地中に溶解 しな い よ う に37℃ の ホ ッ トプ レ ー ト上
で1. 8c m2 の Ⅰ型基質 を含有し た直径35m mの 培養皿 を保温 し ､ こ の上 に37 ℃ DM E
培地 2mlに懸濁し た と 卜真皮由来緑椎茸細胞を4. 0× 1 04/c m2 と なる よ うに播種 し
た 後 ､ 5 % C O2/9 5 %空 気存在下 の37℃ 加湿イ ン キ エ ペ 一 夕 - 内で 約 3 日 間培養
し た ｡ 次に ､ Ⅰ型基質上 コ ン フ ル エ ン トの 練椎茸細胞の 上 に ､ 37℃ の D M E培
地 1 mlに懸濁 し た ラ ッ ト初代肝実質細胞
*5を5. 0×104/c m
2 と なる よう に3 7℃ イ ン
キ エ ペ 一 夕 - 内で 重層播種 し て共培養 し た ｡ 約6 0分間の 共培養に より ､ 播種 し
た 肝細胞 の90 %以上 が単層 の 線維芽細胞 に接着 して い る こ と が位相 差顕微鏡に よ
り確認 され た後､ L C ST 以下の 室温約25℃ に培 養皿 を取 り出 した ｡ こ の 操作
に より ､ 肝細胞が 接着 し た単層の 線椎茸細胞は ､ 一 枚の シ ー トと して I型基質か
ら完全 に脱着し た ｡ こ の 場合 ､ 溶解し たP N I P A Am ポリ マ ー の 濠入を防ぐ
た め に ､ 脱着 し た細胞シ ー トを2 回4 ℃ の P B S､ 1 回 4 ℃ の新 し い D M E培地
で リ ン ス し た ｡ そ の 後 ､ あ らか じめ3 7℃ に保 温 し た D M E培地 が 満 た し て あ る
Ⅱ 型基質含有培養 皿 へ 移 し て ､ 5 % C O2/95 %空 気存在下 の3 7℃加 湿イ ン キ ュ ベ
*5ラ ッ ト初代肝実質細胞 : 体重約15 0gの 5週齢雄 性Spr agu e- Da vleyラ ッ ト (日本
チ ャ ー ル ス ･ リ バ ー 〔株〕) より ､ Segle n(48)の0. 0 5 %コ ラ ゲ ナ ー ゼ を用 い た
清流法 に 従 い 調製 した ｡
ー 34 -
- 夕 - 内で 4 日間培養後､ 形 態変化を位相差顕微鏡下 で 観察 し た o
【実験結 果】
Ⅰ 型基質上 に 播種さ れ た線維芽細胞は ､ 3 日後 に は コ ン プ ル エ ン トま で増殖し
(F ig･ 19A) ､ こ の 上 に 重層播種 した 肝細胞は6 0分 の 共培養で 完全 に単層の 線維
芽細 胞 に接着し た (Fig･ 1 9 B) ｡ そ し て ､ L C S T以下 の 室温約25℃ に培養皿
を取 り 出す こ と に より ､ 肝 細胞が 接着し た単層の 緑維芽細胞 は ､ Ⅰ型基質か ら 一
枚 の シ - 卜状に脱着 し始め (Fig. 1 9C) ､ シ ー トは細 胞を脱落す る こ となく約 2
分間 で 完全 に培地中に浮遊 し た (Fig. 19D) ｡ さ ら に ､ こ の 浮遊した 細胞 シ ー
ト をⅡ型 基質上で 培養する こ とに より ､ 次第 に収縮凝集し ､ 4 日後には 両細胞 か
ら構成 さ れ て い る ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ドが形成さ れ た (Fig. 19E) 0
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1- 3 - 2 ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ド形成過程の形態学的検討
【実験 方法】
丁 型基質より脱着浮遊 した 直後 の細胞シ ー トと Ⅱ型基質上 で 7日間培養した ヘ
テ ロ ス フ ェ ロ イ ドよ り ､ 正 中面付近 の厚さ 2 FL m の 垂直/てラ フ イ ン 切片を作製 し
(卜2- 2 参照) ､ 脱パ ラ フ ィ ン後に ヘ マ トキ シ リ ン - エ オ シ ン 染色お よび 抗ラ ッ
ト ア ル ブ ミ ン の ウサ ギIgG分画 (カ ッ ペ ル 社製) を伺 い た免疫組織化学染色*6を
行 い ､ 光学顕微鏡 で観 察し た o ま た ､ 丑型基質上で24時間培養 し た ヘ テ ロ ス フ
ェ ロ イ ドに つ い て ､ 通過型電子顕微量削こよ る観察を行 っ た (卜2- 2 参照) o
【実験結果】
脱着浮遊 し た 直後の 細胞 シ ー トは ､ 垂直切片の へ マ トキ シ リ ン ー エ オ シ ン 染色
に より ､ 線維芽細胞と考え られる 多角形細 胞が結合した細胞シ ー ト に類円形の 細
胞 が接 着して 構成されて い る こ と が分か っ た (Fig. 20 A) ｡ この 類円形の細胞
の ほ と ん どは ､ ラ ッ トアル ブミ ン に対する簸色に 陽性で あ っ た (Fig. 20 B) ｡
ま た ､ 7 日間培養 した ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ドの正 中面付近の 切片より ､ ス フ ェ ロ イ
ドの 内部 に は ､ 線椎茸細胞と アル ブミ ン産生細胞で ある 肝細胞の 両細胞が混在 し
*6免疫組織化学染色 : 舵/てラ フ イ ン し た切片に0. 3 % H20 2含有 の メ タノ ー ル を
30分 間反応 させ る こ と で 内因性 ペ ル オキ シタ ー ゼ 活性を除去 した後､ ブ ロ ッ キ
ン グ開血清 (二 次抗体を調製した動物と同 じ動物種の血清) を60分間 ､ 至適濃
度 に P BS で希釈し た - 次 抗体を30分間 ､ そ して 一 次抗体 を調製した 動物 に 対
す る ベ ク タス テ イ ン A】∋C キッ ト (ビオ チ ン化 二 次抗体､ ア ピジ ン D H ､ お よ
び ビオ チ ン 化 ワ サ ビ ベ ル オ キ シ ダ - ゼ H より成る ; ベ ク タ ー 社 製) を合計6 0分
間37℃ 加湿 チ ャ ン バ ー 内で 反応さ せ る ｡ ペ ル オ キ シ タ ー ゼ基 質溶液 と し て は
0･ 01 % H20 2含有 で0. 5mg/mlの 3, 3
-
- ジ ア ミノ ベ ン ジ ジ ン 四塩 酸塩 (D A B;
〔株〕 同仁化学研究所製) を用 い て ､ 2分間反 応 さ せ る こ と で発色 し た ｡ そ
の 後､ へ マ ト キ シ リ ン で 対比染 色 して か ら ､ 脱水､ 封入 した ｡
- 37 -
(Fig. 2 0C , D) ､ ス フ ェ ロ イ ド外周部は 京平化 し た数層の 棉椎茸細胞 で 覆われ
て お り ､ そ の 内側 に は 多角形 の繰維芽細胞 と数個 の 類 円形細胞 より構成 さ れる 肝
細 胞集団 が存在 する こ と が分 か っ た (Fig. 20E , F) ｡ さ ら に ､ エ オ シ ンが 強
く 染色 さ れる細胞が ア ル ブミ ン に対する染色に陽性で ある 肝細胞に対応して い た ｡
なお ､ 3週間培養し た ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ド内の肝細胞で も ､ ラ ッ トア ル ブ ミ ン に
対す る染色は陽性で あ っ た ｡
ま た ､ 2 4時間培養 した ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ドの 通過型電子 顕微鏡に よる 観察 か ら
も ､ ス フ ェ ロ イ ド外周部 は京平化し た数層 の線椎茸細胞で 覆われ て お り ､ そ の内
部 に は線維芽細 胞と数個の 細胞より構成さ れ る肝細胞集団が 存在する こ と が確認
さ れた (Fig. 2 1 A) ｡ 一 方 ､ 肝細胞 - 肝細胞間 に は ､ 直径 1 - 2 LL m の 毛細胆
管様構造 が存 在し ､ そ の 両端に は密着結合が 観察 さ れ た (F ig. 2 1B) ｡ さ らに ､
繰椎茸細 胞 - 肝細胞 間 に は ､ 巾0. 1 - 0. 5FL m の 空 間が み ら れ た (Fig. 21C) ｡
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Fig.20 阻 stologic al cha r a cte riz at.io n ofheter oI SPbe r oids c orDpO Sed of
fibr ob la sts a nd hepato cyヒes. Uete r o-sphe roi ds w e r ept- o c e s s ed to prcKIuc e
h istologic al s e ctions for FIEstaining (A, C End E) End Fo ri m u n ocyto che mic al
deLe cLio n of rat albuEnin (B. D a nd F). (A a nd B) c ell she ets iTEm ed iately after
deta chm e nt: (C. I), E a nd F) 7-day-ctlltu r ed sphe r oids. (Bar
b
s : A, B. E a nd F-
20LLFq: C a nd D= 200il m)
- 3 9 -
Fig.21 1モN mic r ophotogr aphs of hete r o- sphe r oids. Hete r o- sphe r oids 甘e r e
pr epa r ed a sFig. 19 a nd c ultured fo r24 br s. F b, fibr obla sts: 8c. hepato cyte s;
B, bile can aliculロS - li ke stru cture ;Tj, tight ju n ctio n;D. the spa c eforrD ed
betw e e nfibr･obla stsla nd hepatocyte s. (Ba r s :A - 2LL m; B a ndC - 0. 5LL m)
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卜3- 3 ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ドの 構成細胞比お よ ぴサ イ ズ の 任意な変勅
【実験方法】
ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ドの 構成細胞比およびサイ ズ の任意な変動が可能で ある か 否
か を検討 する た めに ､ 2種類 の面 積の Ⅰ型基質 (0, 6c m2 と1. 8c m2) 上に線椎茸細
胞 を4. 0 × 10
4/c m2 とな る よう に播種して 3日間培 養後に コ ン フ ル エ ン ト とな っ た
練椎 茸細 胞上 に ､ 2種類 の 濃度の 肝実質細胞 (1. 0× 1 04/cn2 と5. 0 ×1 04/c m2) を
重層 播種す る こ とで ､ 4 種の異な っ た条件で ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ドを作製 した ｡
そ して ､ 4 日間培養した こ れらの ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ドに つ い て ､ 位相差顕微鏡下
で 1Tイ ズ (ス フ ェ ロ イ ドの 直径) を実測 した 後 ､ 正中面付近の パ ラ フ ィ ン 切片 を
作製 し て (卜2- 2 婁照) ヘ マ トキ シリ ン - エ オ シ ン 染色を行い ､ そ の 光学顕微鏡
写真上 で の 緑椎 茸細胞 と肝細胞の 数を実測し た ｡
【実験結果】
4種の 異 な っ た 条件で 作製し ､ 4 日間培養し た ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ドの へ マ
l
トキ .
シリ ン ー エ オ シ ン 染色切片 (Fig. 22) より実測した棟維芽細胞と肝細胞の数 ､ お
よ び位相差顕微鏡下 で 実測した ス フ ェ ロ イ ドの直径 をTable 2 に示し た ｡ こ れ
より ､ 切片上の 線椎茸細胞数は Ⅰ型基質の表面積に はぼ 比例してお り ､ 両横が大
き く なれ ば線 維芽 細胞数 も増 える こ とが 分か っ た ｡ また ､ 切片上 の 肝細 胞数も
l型 基質の 表面積と肝細胞の 播種濃度 に ほ ぼ比例 し た ｡ Ⅰ型基質上 で コ ン フ ル
エ ン トの線稚 芽細胞の濃度 は 6 ×104 - 8 × 104/c m2で あ る の で ､ も し①播種した
肝細 胞が 完全 に線推芽細胞 に接着し ､ ⑧い か なる時胞も脱着過程で 脱落す る こ と
なく ､ ③ ス フ ェ ロ イ ド形成 後 い か な る細胞も増殖 しな い と い う仮定に基づ き計算
す れ ば ､ 根粒芽細胞 に 対 す る肝細 胞の 比 は ､ 肝細 胞の 播種濃度がl. 0× 1 0
4/c m2の
場合 は1 3- 17%で ､ 5. 0 × 1 04/c m2の場合 は63- 83 % とな る . これ らの 値と実珊
値 を比較す る と ､ 実測値 の 方が若干高値を示 した が ､ ほ ぼ相関 して い た ｡ さ ら
に ､ ス フ ェ ロ イ ドの 直径 は 全細胞数とよく相関 した ｡ し たが っ て ､ ヘ テ ロ ス フ
ェ ロ イ ド内 の 両細胞 の 数は ､ Ⅰ型 基質 の 表面積と 肝細胞 の 播種濃度を変え る こ と
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に より調節出来 る こ と が 分か っ た ｡
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簡 四章 肝実質細 胞 と非実質細胞 の ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ド
本章 で は ､ l型基質上 に 肝実質細胞 と非実質細胞 と を混合播種する こ と に よ り ､
両細胞程より 構成さ れ る ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ドを作製す る こ と を検討し た ｡
I- 4 1 混合播種 に よ る ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ド形成法
【実験方 法】
P N I r' A Am ポリ マ - が培地中 に溶解 しな い よ う に3 7℃ ホ ッ トプ レ ー ト上で
I ”.
.i 基質を含有 し た 直径35m mの 培養 皿 を保温 し ､ こ の 上に37℃ の W E ①培地*72
mlに懸 濁 し た ラ ッ ト初代肝 実質細胞と非実質細胞*8を､ そ れぞれ1. 0 × 1 85/c m2 と
5. 0 × 105/c m2 とな る よ うに 混合播種し た後 ､ 5 % C O2/9 5%空気存在下で37℃ 加
湿イ ン キ エ ペ 一 夕 - 内で培養した ｡ こ の 条件で ､ 2日間培養する こ と に より ､
肝細胞は l 型基 質上で コ ン プ ル エ ン ト とな っ た の で ､ L C S T以下の室温杓25 ℃
に培養皿 を取り出 し た . こ の操作に より ､ 共培養 し た単層肝細胞は ､ 一 枚めシ
'
*7w E培地 : W E①培地 は ､ 1 %牛胎児血清 (F BS ;fetal bo vin e s e r u m. ギ
ブ コ 社製) ､ S ong/ml 表皮細胞成長因子 (E G F; epide r m al gr o wth fa cto r,
バ イ オ メ デ ィ
▲
ヵ ル ･ テ クノ ロ ジ ー ズ 社製) ､ I FL g/mlア ン プ オ テリ シ ン B ( ギ
ブ コ 社製) ､ l oou nits/mlペ ニ シ リ ン (ギブ コ 社製) ､ 10 0jLg/mlス ト レ プ ト
マ イ シ ン (ギ ブコ 社製) ､ 1 00n朗イ ン シ ュ リ ン ､ お よぴ1 0 nMデ キサ メ タ ゾ ン
含有の ウ ィ リ ア ム E培地 (Willia m
'
s 馳dium E,､ギ ブ コ 社製) で あり ､ W E②
培 地は ､ 10 % F BS ､ 1 FL g/rmlア ン フ ォ テ リ シ ン B ､ l oou ni ts/mlペ ニ シ リ ン ､
1 00FL g/tnl スト レ プ ト マ イ シ ン ､ 100 nMイ ン シ ュ リ ン ､ お よぴ1 00nMデ キ サ メ
タ ゾ ン 含有 の ウ ィ リ ア ム E培地 で あ る ｡
*&ラ ッ ト初代肝 実質細胞と 非実質細胞 : 4週齢雄 性Spr ag｡ e- Da wleyラ ッ ト (日本
チ ャ ー ル ス ｡ リ バ ー 〔抹〕) より ､ Seile n(48)の0. 05% コ ラ ゲ ナ ー ゼ を用 い た
濯流法 とTol le sba ugら(49■)の遠心法 に 従い 調製 し た ｡
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- 卜 と し て †型 基質か ら完全 に脱着 した ｡ こ
▲
こ で ､ 溶解 し た P N I P A Am ポ
リ マ ー の 混 入を防ぐた め に ､ 脱着 した細 胞 シ ー ト を2 回 4 ℃ の P BS ､ 1 回 4℃
の 新 し い W E⑧培地 *7で リ ン ス した ｡ そ の 後 ､ 細胞 シ ー トをあらか じめ3 7℃ に
保温 し て お い た W E②培地 が 満た して あ る Ⅱ型 基質含有培養皿 へ 移 して ､ 5 % C
o ,i/9 5 %空気存在下 で3 7℃ 加湿イ ン キ ュ ベ ー タ ー 内で 培養 する こ とで ､ ヘ テ ロ ス
フ ェ ロ イ ドの 作製を検討 した ｡
【実験結果】
ラ ､ソ ト初代肝実質細胞 と 非実質細 胞を1 対5 の 割合 で W E①培地 中 に 懸濁後 ､
l呼旦基質 上に混合 播種 して 2日間培養する こ と に よ り ､ 共培養 した 肝細胞 は T型
基質上で コ ン フ ル エ ン ト とな っ た ｡ こ の 培養皿 を L C S T以 下 の 室温約2 5℃ に
取 り出す と ､ 共培養 した 単層肝細胞は 一 枚 の シ ー ト状に l 型基 質か ら完全 に脱着
浮遊 し た ｡ そ して ､ 脱着浮遊 した細胞シ ー トを Ⅱ型基質上 へ 移し W E②培地中
で 培養する こ とで ､ 肝 実質細胞と非実質細胞よ り構成さ れ る ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ド
が 作製さ れ た (Fig. 2 3) ｡
- 46 -
se eding ceus at37
oC
㊤
㊤ ㌔ 蛋)
icultu refor48hrs
co n u ent m o n olayer
@
ilo w e n ngte mpe ratu rebelo wL CS T
ceu sheetdeta chm ent
%
%
⑳
◎ ⑳
@
戚
ire se edingtohydr ophobicdish
spheroidfo r m atio n
a
aese ed;ng
Cu馳u T eMed量u m :
BasalMediu m :Wiuia m s- E
hs ulin ･. 10･7 M
加 叉a m e仇as o n e :10･7 M
E G F:50ng/ml
F D S:1 %
取a生io orN P C色o PC :
PC : N PC = 1:5
(lxlO5:5x105 c ells/c m2)
亀托erde&achm eni
Cu旭u re Mediu m :
BasalMediu m :W iuia m s.E
hs ulin:10
･7 ”
De x a m e山as o n e :10-7M
FB S:10%
P NIP A Åm :poly･N-isopropyla cFyla mide
L CST:Low e rC ぬical Solutio nTe mpe rature
PC:par en chymalGens
NPC .. n o n-pare n ch ymalccus
Fig･ 23 Method fo rhepato cyte s sphe roid for･m atio n.
- 47 -
卜4- 2 ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ド形成過程 の 形態 学 的検討
【実験方法】
I. 1c m2 ( 直径1 2m m) の l型基質上 に 1 対5 の割合 で混合 播種 した ラ ッ ト初代肝
実質細胞 と非実質細胞 を2 日間共培 養 し ､ ゴ ン フ ル エ ン トと な っ た 後脱着回収 し
た浮遊細胞 シ ー ト を ､ Ⅰ型 基質含有培養皿 へ 移して 培 養す る こ と で ､ ヘ テ ロ ス フ
ェ ロ イ ド形成 過程 の 形態変化を位相差顕微鏡下 で 観察 し た ｡ ま た ､ 培地 は 2日
毎 に交換 し た ｡
【実験 結果】
位相差顕微鏡 に よ る ス フ ェ ロ イ ド形成過程の経時的観察 で は ､ 脱着浮遊 し た細
胞 シ ー ト (F ig. 2 4A) は ､ 次第に収縮凝 集 して (Fig. 24 B. C) ､ 4 日後に は ス
フ ェ ロ イ ドの 母骨格を形成 し (F ig.24 D) ､ 7 日後以降 は 完全 なス フ ェ ロ イ ド形
態 を形成 した (Fig. 24 E. F , G) ｡ ま た ､ こ の 位相差顕微鏡写 真よ り測定 し
た面積 の軽 時的相対変化図 (F ig. 2 5) より ､ 脱着浮遊 し た細胞 シ - ト は ､ 7 日後
に は脱着直後の2 8 %､ 21日後に は18 % の大き さ に ま で収 縮した ス フ ェ ロ イ ドを形
成す る こ と が 分 か っ た ｡
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第 五黄 考察
本編 で は ､ 温度感受性ポ リ マ ー を接着依存性細胞の 培養基質と して 応伺す る こ
と で ､ 僅 か な温度低下 の み で ､ 細胞 に物理的に も化学的に も傷害を与えず に ､ 細
胞 一 細 胞間結合 を維持 した ま ま シ ー ト状に 培養細胞の 回収が 出来る 方法を開発し
た ｡】 さ らに ､ 回収 した 細胞を細胞非接着性基質上 で培養す る こ と に より ､ 任意
の 条件 の ス フ ェ ロ イ ドを作製する技術を確立し た ｡
接 着依存性細胞 と全く 親和性の ない 温度感受性合成ポリ マ ー であ る P N IP A
A m と ､ 天然 の 代表 的細胞接着性タ ン パ ク質で あ る Ⅰ型 コ ラ ー ゲ ン を混合 する こ
と で ､ 温度感受性の 細胞培養基質 (Ⅰ 型基 質) を作製す る こ と が出来た ｡ 通 常､
培 養皿 か ら接着依存性細胞を回収する 際に は ､ トリプ シ ン な ど の脱着酵素や E D
T A を用 い る が ､ こ れ に よ り ､ リセ ブタ - な どの細胞表面物質に傷害 を与え る と
い う 欠点 が あり(50, 51) ､ そ の上 ､ それ ら は細胞 一 触胞間結合と細胞 一 基質問 結
合 の い ず れ に も作用す る の で ､ 細胞は 個々 の 状態で 回収さ れ る ｡ こ れに対 して ､
Ⅰ型基質を用い る こ と に よ り ､ Ⅰ型基 質上 で コ ン フ ル エ ン トま で培養 した細胞は ､
培養湿度37 ℃ か らL C S T以下 の室温に す る と い う僅か な温度差の み で ､ トリプ
シ ン な ど の脱着酵素や E D T Aを使用する こ となく ､ 細胞 一 細胞間結合を維痔し
た 状態 で 一 枚の シ ー ト状細胞 と して 回収する こ と が出来 た (Fig. 2 6) ｡
間葉系 の正常 ア ダル ト細胞で ある ヒ ト真皮由来繰椎茸細胞をⅠ型基質上 で コ ン
プ ル エ ン トま で培養 し た後､ L C S T以下 の 室温に する こ と で脱着回収し た 一 枚
の シ ー ト状細胞は ､ Ⅱ 型基質上 で培養する と次第に 収縮凝集し て ､ 培養2 日後に
は ホ モ ス フ ェ ロ イ ドを形成 した ｡ こ の場合､ ス フ ェ ロ イ ドの サイ ズ は ､ その 構
成 細胞数 ､ すなわ ち Ⅰ型基質 の面積と 脱着時の 細胞 密度 に串り決定さ れる ので ､
作 意 に調節可能で あり ､ 具体 的に は ､ 約105 の 細胞 より直径約0. 7 m m､ 約106 の
細 胞 より 直径約1. 4 m mの ホ モ ス フ ェ ロ イ ドが 得ら れた ｡ さ ら に ､ こ の よ うに し
て 作製 し た ス フ ェ ロ イ ドを透過型電子 顕微鏡で 観察した と こ ろ ､ ス フ ェ ロ イ ド形
成過 程 で細胞 - 細胞 間に ギ ャ ッ プ結合と密着結合 が認められ ､ 培養7日後の ズフ
ェ ロ イ ド内部の 細胞 間隙 に は 自ら生合成した と考え られる コ ラ ー ゲ ン様の 線維が
l
満 ち て おり ､ 培養2 8日後の 直径約 0. 7m mの ス フ ェ ロ イ ドの 中心部分に は死細胞破
片 もか なり み られる も の の ､ コ ラ ー ゲ ン様の線推を分泌して い る生細胞 も確認 さ
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れ た ｡ さ ら に ､ 走査 型電子 顕微 鏡に よ る観察 で は ､ ･7日 間培養し た ス フ ェ ロ イ
ドは ､ やや ゆが ん だ 球形 で あり ､ 長 い 微披毛 をの ば して 伸展 して い る線椎茸細胞
で 全体が 覆われ て い る こ とが 分か っ た ｡ ま た ､ こ の ス フ ェ ロ イ ドは位相 差顕微
鏡に よ る観察の 限りで は成長して 大きく なる こ と は な い の で ､ ス フ ェ ロ イ ドを構
成 して い る 細胞は休止期状態にあ る と考え られ た ｡ こ れら の 知見 は ､ 従来報告
さ れ て い る 癌細胞 や胎児期の 細胞か ら構成さ れ る ス フ ェ ロ イ ドと は 多く の 相違点
が あ り ､ 正常 ア ダ ル ト細胞 の ス フ ェ ロ イ ド の 特徴で ある と 考え ら れ る ｡ さ ら に ､
∬型 基質上で 培養 した ス フ ェ ロ イ ドを細胞接着性 の 通常の 培養皿 に移す と ､ 単層
細胞 の再増殖を誘導す る こ とが 出来た こ と か ら ､ こ の 技術 に より増殖期と考え ら
れ る 二 次元単層培養細胞 と休止期 と考え られ る 三 次元構築体で ある ス フ ェ ロ イ ド
の 可 逆的作製が可 能で あ る こ と が 明 らか と な っ た o 約 1 年間培養 し た ス フ ェ ロ
イ ドか ら も ､ こ の 現象 が 確認出来た こ とか ら ､ ス フ ェ ロ イ ドは細胞 保存の モ デ ル
と して も応 用出来 る可能 性 が示唆 さ れ た ｡
ま た ､ 任意 の サ イ ズ と任意 の構成細胞比を有 し た ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ドを､ 重 層
播種 法も しく は 混合播種 法に より計画 的に 作製 す る こ とが 容易 で ある こ と も確認
さ れ た ｡ した が っ て ､ 生体内の正常細 胞や ､ ( 痩)病巣モ デル となり得る ヘ テ
ロ ス フ ェ ロ イ ド を再構築出来る の は も とより ､ 今後は ､ 一 つ の ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ
ド内に肝細胞 と腎細胞 と神経細胞な どが 共存 した 非生体内モ デル をも再構築出来
る可能性が示 唆さ れ た ｡
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笥 二編 ス フ ェ ロ イ ドの 応 用研究
二次元単層培養細 胞 と比較 して より生体組 織に近 い と考え られて い る 三 次元構
築体で あ る ス フ ェ ロ イ ドは ､ 構成 細胞が 癌細胞の 場合に は ､ 培養固型腫癌 モ デ ル
(52)と して 放射線治療(53- 55) や化学療法(56- 60) な どの 腫療治療研究に 応用さ
れて お り ､ 構成細胞 が正常細胞の 場合に は ､ ･組織特異的機能発現を長期間維持す
る モ デ ル と して 初代培養肝 細胞の ス フ ェ ロ イ ド(3&- 4 0.61)の例が 報告さ れて い る ｡
しか し ､ こ れ らは 全て ､ 第 一 編で 述べ た よ うに 限定 され た 細胞種よ り偶発的な環
蟻 下で 作製され た ス フ ェ ロ イ ドに つ い て の報告で あ る ｡
第･- ･･ 編で確立 し た温度感受性ポリ マ ー を用 い た 新規ス フ ェ ロ イ ド形 成技術を用
い る こ と に より ､ 正常ア ダ ル ト細胞を含め た様 々 の 細胞種よ り計画的に ス フ ェ ロ
イ ドを作製出来 る こ とが 分 か っ た ｡ そ こ で ､ 本編で は こ れら の ス フ ェ ロ イ ドに
つ い て ､ い く つ か の 生化学 的 も しく は組織学的特徴を明確 に した ｡
- 5 4 -
第 ･ 章 ス フ ェ ロ イ ドの 生化学的検討
T 型基質で 特異的に細胞 一 基質問結合を切断する こ と で 二 次元拘束状態 より解
放 さ れ た 単層培養細胞 シ - ト は ､ Ⅱ 型基質上で 自己組織形成能を発揮し三 次元構
築体で あ る ス フ ェ ロ イ ドを形 成する ｡ こ の 現象をin モ デ ル と し
て考 え た場合 ､ 形態形成因子 の形 質発現が 関与し た現象 で あ る の か 否か を検討 し
た ｡
ま た ､ 従来法で 作製し た初代培養肝細胞の ス フ ェ ロ イ ドの 場合 ､ ス フ ェ ロ イ ド
形成後 に構成肝細胞は 休止期状態に なる こ とが ヘ キ ソキ ナ - ゼ の アイ ソザ イ ム の
発現 パ タ - ン か ら報告さ れて い る(62)｡ そ こ で ､ こ こ で は Ⅱ型基質上で形 成し
た線椎 茸細胞 の ホモ ス フ ェ ロ イ ドに つ い て ､ 解糖系代謝能の 変化と 細胞貯蓄 エ ネ
ル ギ - 量の 変化を調べ る こ と で ､ ス フ ェ ロ イ ド構成細胞の活動状態を検討した ｡
さ ら に ､ 組織特異 的機能発現 の 長期間維持に つ い て ､ 肝実質細胞と非実質細胞
か ら構成さ れ る ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ドを用い て検討し た .
2一 卜 1 線椎茸細胞ホ モ ス フ ェ ロ イ ドの 形態形成に 対す る
シ ク ロ ヘ キ シ ミ ドお よび ア クチ ノ マ イ シ ン Dの 影響
【実験方法】
1. 1c m2の Ⅰ型基質上 で 3 日間培養し コ ン プ ル エ ン ト とな っ た ヒ ト真皮由来嬢椎
茸細胞の培養液 (D M E培地 2ml) に ､ タ ン パ ク質の 合成阻害剤で ある シク ロ へ
キ シ ミ ド (シグ マ 社製) も しく は R NA の合成阻害剤で ある ア クチ ノ マ イ シ ン D
(シ グ マ 社製) の ×10 0濃度水溶液2J⊥1 を添加す る こ と で ､ そ れぞれ終濃度杏
3FL g/mlと0. 3JLg/ml ､ お よ び0. 03FLg/ml と0. 003FL g/ml と して ､ さ ら に12時間
培養 し た ｡ L C S T以下 の 室温 に培養皿 を取 り出し ､ 細胞をⅠ型基質か ら完全
に 脱着さ せ て ､ 浮遊し た細胞 シ ー ト を2 回4℃ の P B S (それ ぞれの 薬剤を終濃
度 で 含有) ､ 1 回 4℃ の 新 し い D M E培地 (そ れ ぞ れ の 薬剤 を終濃度で 含有) で
リ ン ス し た ｡ そ の後 ､ あ らか じめ37℃ に保温 し て お い た D ME培地 (そ れ ぞ れ
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の 薬 剤を終濃度 で含有) が 満た して ある 音型基 質含有培養皿 へ 移 して 2 日間培養
後 ､ そ れ ぞれ の 薬剤 を除去 し た通常の D M E培地 で さ ら に 2 日間培 養 した ｡ そ
して ､ そ れ ぞれ の 培地中で の ス フ ェ ロ イ ド形成過程 を経時的に 位相差顕微鏡下で
観察 し ､ そ の 顕微鏡写 真より測定 し た平均直径 の 軽 時的相対変化図 を作製する こ
と で ､ ス フ ェ ロ イ ドの 形態形成に対す る シ ク ロ ヘ キ シ ミ ドお よぴ ア ク チ ノ マ イ シ
ン D の 影響 を検討 し た ｡
【実験結果】
脱着浮遊 した 細胞シ ー ト の 大き さ は ､ 薬剤 の 種類や有無に 関係なく は ぼ 同 じで
あ っ た ｡ シ ク ロ ヘ キ シ ミ ド もア クチ ノ マ イ シ ン D も低濃度の 添加で は ､ 無添加
群で ある コ ン ト ロ ー ル の D M E培地 で の ス フ ェ ロ イ ド形成 と差は無く ､ 2日後に
は完全 なス フ キ ロ イ ドを形成 した ｡ しか し ､ ど ち ら も高濃 度 の薬剤 添加で は ､
細胞 シ ー トの培 養初期12時間目ま で の 著 し い 収縮凝集過程 に は軽 い 影響 を示 さ な
い が ､ そ れ以降 の 滑 らか な淳 を有 した 完全な ス フ ェ ロ イ ドを形成 する 過程 を強く
阻害し た ｡ そ こ で ､ 2日 目に こ れ らの 高濃度 の 薬剤を除去 して ､ 再度通常 の D
M E培地 で 培養 し た結果 ､ 収縮凝集を再度開始して ､ 2 日間培養後に は は ぽ コ ン
ト ロ ー ル同様 の ス フ ェ ロ イ ドを形成した (Fig. 2 7) ｡ こ の こ と より ､ シ ク ロ へ
キ シ ミ ド も しく は ア クチ ノ マ イ シ ン D は ､ 可逆的に ス フ ェ ロ イ ド形成後期 を阻害
す る こ と が分か っ た ｡
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2 一 卜 2 線維芽細胞単層培養お よ びホ モ ス フ 土 ロ イ ド培養 に お ける
グル コ ー ス 消費量､ 乳酸産生量な ら び に A T P 含量の 比較
【実 験方法】
ス フ ェ ロ イ ド作製用 と して9. 6cm2 の Ⅰ型 基質含有培養皿 と ､ 単層培養細胞 の コ
ン ト ロ ー ル と して 通常の 培養皿 (フ ァ ル コ ン #3001;9. 6c m2) に ､ D M E培地 を
用 い て と 卜真皮由来綿維芽細胞を4. 0 × 104/c m2 とな る ように 播種 して 4 日間培養
した 結果 ､ 両培 養皿 と も コ ン プル エ ン トと な っ た ｡ そ こ で ､ ス フ ェ ロ イ ド作製
群 は温度を L C ST 以 下に 下 げて細胞シ ー トを回収 して新 し い D M白培地 2mlを
満 た し た 甘型 基質含有培養皿 へ 移 し ､ コ ン ト ロ ー ル 群は新 し い D ME 培地 2mlに
培地 交換 し ､ こ の 時点を培養日数 0 と し た｡ そ の 後3 日毎 に培地 を交換 して ､
培地交換後2 4時間 に消費さ れる グル コ ー ス量をム タ ロ タ - ゼ ー G O D(グ ル コ ー
ス オ キ シタ ー ゼ) 法(6 3)に よ る潮定キ ッ ト (グ ル コ ー ス C - テ ス トワ コ - ; 和光
純 薬工 業 〔株〕 製) で ､ ま た ､ 産生さ れる 乳酸量 をU V法(6 4)に よ る 測定キ ッ ト
(F - キ ッ ト L - 乳酸 ; ベ - リ ン ガ - ･ マ ン ハ イ ム山之 内 〔株〕 製) で 定量し
た o ま た ､ そ れぞ れ培地交換 して か ら2 4時間後に 細胞を回収し ､ A T P含量を
ル シ フ ェ リ ン ･ ル シ フ ェ ラ ー ゼ 法(65)に よ る測定キ ッ ト (A T Pバ イ オ ル ミ ネセ
ン ス C L S; ベ - リ ン ガ - . マ ン ハ イ ム 山之内 〔株〕 製) で ､ ま た ､ D N A含量
を D A B A(3 , 5 - ジア ミノ 安息香酸 ; シ グ マ 社製) を用 い た蛍光測定法(66)
で 定量 した ｡
【実 験結果】
ス フ ェ ロ イ ド作 製群の 単位 D N A含量 当た り の グル コ ー ス 消費量､ 乳 酸産生量 ､
A T P含量 は ､ 単層培養細胞の コ ン ト ロ ー ル 群 と比較する と ､ 細胞シ ー ト と し て
回収 し た後の ス フ ェ ロ イ ド形成初期で すで に ､ グ ル コ ー ス 消費量 と乳酸産 生量は
約 1 / 4 で A T P含量 は約 1 / 8 となり ､ そ の 後ス フ ェ ロ イ ドの 培養日数 の 増大
に 伴 っ て ､ こ れ ら の 値 は低下 した (Fig. 2 8) ｡
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thr e edete rminatio ns.
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2- 卜 3 肝実質細胞 と非実質細胞 か ら構成きれ る
ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ドの ア ル ブ ミ ン 分泌量 と エ ス テ ラ ー ゼ活性
【実験方法】
1. 1c m2 ( 直径12m m) の Ⅰ型基質上で ラ ッ
-
ト初代肝実質細胞と非実質細胞をW E
①培地中 で 2 日間共培養 し ､ コ ン プ ル エ ン トと な っ た後脱着回収 した 浮遊細胞シ
ー ト を､ ‡ 型基 質含有培養皿 へ 移 して W E⑨培地中 で培養す る こ と で ､ 両細胞よ
り構成さ れ る ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ドを作製し ､ W E⑧培地 を2 日毎に 培地交換して
維持 した (卜4- 1 参照) ｡ 培養し た ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ドか ら培地中 へ 分 泌さ れ
る ア ル ブ ミ ン量は ､ - 一 次抗体として 抗ラ ッ ト ア ル ブ ミ ン の ウサ ギIgG分 画 (カ ッ
ペ ル 社製) を用い た E LI S A法 (酵素免疫定量法) に より測定 した ｡ ま た ､
ス フ ェ ロ イ ドの 小胞体 膜の 正常性 を知る 目的で ､ エ ス テ ラ ー ゼ 活性 と して P N P
A ( 酢酸p - ニ ト ロ フ ユ ニ ル ; ナ カ ライ テ ス ク 〔株〕 製) の水解活性を ､ Eris cb
(67)の 方法に より測定 し た o さ ら に ､ 細胞の D N A含量 お よ ぴ タ ン パ ク質含量
は ､ そ れぞ れ ､ Laba r ca ら(68)お よぴBr ad fo rd(69)の方法で測定 し た ｡ そ して ､
培養 し た ス フ ェ ロ イ ドの P N P A氷解活性七 D N Aお よび タ ン/てク質含量測定 に
は ､ 3個 の ス フ ェ ロ イ ドの ホ モ ジネ - トを用 い た o
【実験結果】
ラ ッ ト初代肝実質細胞と非実質細胞か ら構成さ れ る ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ドは ､ 培
養下 で ア ル ブミ ン 分泌 活性と P NP A水解活性を60日 間以 上維持 して い る こ と が
明か と な っ た (Fig. 2 9) ｡
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第 二 草 間葉系細胞 と上皮系細胞か ら構成さ れ る
ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ドの組 織学的検討
間葉系細胞と して ヒ ト真皮由来 繊維芽細胞 を ､ 上 皮系細胞 と して は ラ ッ ト初代
肝 実質細胞､ ヒ ト胆管癌細胞株 (M E G) (71)も しく は と 卜表皮角化細胞 を用 い
て ､ 間襲系細胞 と上皮系細胞か ら構成 さ れる ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ドを作製 し ､ そ れ
ぞれ の 上皮系細 胞 が ス フ ェ ロ イ ド内で ど の よ うに 局在分布 し得 る の か を組織学的
に 検 討し た o ま た ､ 培養 ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ドを5Z - ド マ ウ ス の側腹部皮下組織
に移植 し ､ そ の 生者性 を検討した ｡
2- 2 - 1 練椎茸 細胞 と肝 実質細胞か ら構成さ れる
ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ドの免疫組織化学的検討
【実験 方法】
o. 6c m2 の Ⅰ型基質上 に D M E培地 を用 い て ､ ヒ ト真皮由来線椎茸細胞 と ラ ッ ト
初代肝実質細胞を2 対1 の割合で 重層播種する こ と で ､ ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ドを作
製 して 4日間培養し た (卜3- 1 参照) ｡ こ の ス フ ェ ロ イ ドより ､ 正中面付近の
厚さ 2FL m 垂直 パ ラ フ ィ ン 切片を作製 し ､ 脱 パ ラ フ ィ ン後 に ヘ マ トキ シリ ン
- エ
オ シ ン染色 ､ お よび 抗ラ ッ ト アル ブミ ン の ウサ ギIgG分画 (カ ッ ペ ル 社製) と抗
ラ ､ソ ト肝 ミ ク ロ ゾ ー ム の カ ル ポキ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ (R H l ､ R L l お よぴ R L
2) の ウ サ ギ抗血清(70)を用 い た免疫組織化学染色 を行 っ て ､ 光学顕微鏡で 観察
し た (卜3- 2 参照) 0
【実験結 果】
4 日間培養 した ヘ テ ロ ス フ干 ロ イ ドの 正中面 付近の切 片の ヘ マ トキ シリ ン
ー エ
オ シ ン 染色 (F ig. BO A, D) で､ エ オ シ ン が 強く染色 され て い る細胞が アル ブミ
ン (Fig. S O B) ､ カ ル ポ キ シ ル エ ス テ ラ - ゼ R 日 1 (Fig. 3 0C) ､ R L l (F ig.
- 6 2 -
3 0 F) お よ ぴ R L 2 (Fig. 30F) に 対す る染色 に 陽性で あ る肝細胞に対応 する こ
と が 分か っ た ｡
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2- 2 - 2 ヌ - ド マ ウス 皮下 へ 移植 し た上記 ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ドの
組織形態学 的検討
【実 験方法】
I. 8c m
2
の Ⅰ型基質上 に D M E培地 を用 い てF ト真皮由来繰維芽細胞と ラ ッ ト初
代 肝実質細胞 を 2 対1 の割 合で 重層播種す る こ と で ､ ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ドを作製
して 7 日間培養 し た (1- 3- 1 参照) . こ の ス フ ェ ロ イ ドを ､ 5適齢雄性 I C R
ヌ ー ド マ ウス ( 日本チ ャ ー ル ス ･ リ バ ー 〔株〕) の 側腹部皮下組織 に移植 し ､ 7
日間飼育後 に マ ウ ス を屠殺 し て移植部 を切開に より取り出し た ｡ こ の 移植ス フ
ェ ロ イ ドを有し た皮膚片より ､ 皮膚に垂 直で ス フ ェ ロ イ ドの 正中面付近 の 厚 さ 2
IL m の パ ラ フ ィ ン切 片を 作製 し ､ 脱パ ラ フ ィ ン 後に へ マ トキ シ リ ン ー エ オ シ ン 染
色 を行 っ て ､ 光学顕微鏡 で 観察 し た ｡
【実 験結果】
培養7 日後 の ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ドの 大き さ は ､ 直径約1. 2m m で 白色を呈 して い
た が ､ 皮下移植 7 日後の 皮膚切開所見で は ､ 大 き さ は 直径約1. 4m m で ある程 度大
き く なり ､ 色は黄色を呈 し て い た こ と か ら ヒ リル ビ ン の産生 ま串は脂肪の 可能性
が 示唆 さ れた ｡ ま た ､ 移植 ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ドの 周辺 に は ､ 宿主の 毛細血管が
多数集ま っ て き て い る こ と が分か っ た (Fig. 31) o また ､ へ マ トキ シ リ ン - エ
オ シ ン 染色切片よ り ､ ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ド は皮下 に移植 さ れて い る こ と が確認さ
れ た (Fig. 3 2 A) ｡ さ ら に ､ 移植 ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ド内に は赤血球.が観察 さ れ
る の で ､ 毛細血 管が新生 さ れて い る こ とが 示唆さ れ ､ . そ の 周囲の 肝細胞は細 胞核
が 比較的 よく 染色さ れて い た (F ig. 32 B) ｡
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2- 2 - 3 正常禄椎茸細胞 と胆管癌細胞株 (M EC) か ら構成さ れ る
ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ドの 免疫組織化 学的検討
【実験方法】
9. 6c m2の Ⅰ型基 質上 に D ME培地 を用 い て ､ ヒ 卜真皮由来緑椎茸細胞 と ヒ ト胆
管癌細 胞株 (M E C) (7 1) を4対 1 の割合で重 層播種す る こ と で ､ ヘ テ ロ ス フ ェ
ロ イ ドを作製 して14日間培養 した (卜3- 1 参照) ｡ こ の ス フ ェ より ､ 正
中面 付近 の 厚さ 2Jl m 垂直 パ ラ フ ィ ン切片を作製 し ､ 脱 パ ラ フ ィ ン 後に へ マ トキ
シリ ン ー エ オ シ ン染色 ､ お よ ぴ抗C A1 9 - 9抗体 (オ リ ス工業 〔株〕 製) を用
い た 免疫組 織化学染色 を行 っ て ､ 光学顕微 鏡で 観察 した (卜3- 2 参照) a
【実験結果】
ヘ マ ト キ シリ ン ー エ オ シ ン染色 に より ､ ス フ ェ ロ イ ドの 内部 に は死細胞 が 多く
存在 し (Fig. 3 3A) ､ 外周部と そ の す ぐ内側に あ る腺 管構造は 比較的大 きな生細
胞 より構成さ れて い る こ と が分か っ た (Fig.･33B) ｡ ま た ､ C A1 9 - 9 に対
する 染色 に 陽性の 癌細 胞は ､ 外周部 に分布 する も の と ､ そ の す ぐ内側に 明瞭な腺
管 構造 を形成 し分布 す る もの が み られ た (Fig. 33 C) ｡ さ ら に ､ 腺 管内に粘液
塵 生像が認 め らT7 (Fig. 3 3D) ､ ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ド内 で も こ の 癌細胞は ､ 原発
巣 と 同様に分化型腺癌構造 を呈する こ と が 分か っ た ｡
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2- 2 - 4 ヌ - ド マ ウ ス 皮下 へ 移植 した 上記 ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ド の
組織形態 学 的検討
【実験方法】
9･ 6c m2 の T型 基質上 に D M E培地 を用 い て ､ ヒ ト真皮由来繰椎茸細胞と ヒ ト胆
管癌細胞株 (M E C) (71)を 4対 1 の 割合で 重層播種す る こ と で ､ ヘ テ ロ ス フ ェ
ロ イ ドを作製し て14日 間培養 した (卜3- 1 参照) o こ の ス フ ェ ロ イ ドを ､ 5週
和雄性 T C R ヌ ー ド マ ウ ス ( 日本チ ャ ー ル ス ･ リ バ ー 〔株〕) の 側腹 部皮下組織
に 移植 して ､ 7 日間飼 育後 に マ ウ ス を屠殺 して 移植部 を切開 に よ り取り出 し た ｡
こ の 移植 ス フ ェ ロ イ ド を有 し た皮膚片より ､ 皮膚に 垂直 で ス フ ェ ロ イ ドの 正中面
付近 の 厚 さ 2メェ m の パ ラ フ ィ ン切 片を作製 し ､ 脱 パ ラ フ ィ ン後に ヘ マ トキ シリ ン
ー エ オ シ ン 染色 を行 っ て ､ 光 学顕 微鏡で観察 した ｡
【実験 結果】
移植 ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ドの 大き さ は直径 約2m mで ､ 周辺 に は宿主 の 毛細血 管が
多数集ま っ て き て い る こ と が 分か っ た (Fig. 34) ｡ ま た ､ ヘ マ トキ シ リ ン ー エ
オ シ ン染色 切片より ､ ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ド は皮下 に移植さ れて い る こ と が確認さ
れ た (Fig. 3 5 A) ｡ さ らに ､ 移植ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ド内に は赤血球 が観察 さ れ
た こ と より ､ 毛 細血管が 新生 されて い る こ と が 示唆さ れ た ｡ そ の 上 ､ 移植 ヘ テ
ロ ス フ ェ ロ イ ド内の細胞は 全体的に細胞核も よく 染色さ れ ､ 移植前の ス フ ェ ロ イ
ド と比較す る とか なり高 い 生細胞率で あり ､ 腸管構造 も よく発達 して い る こ と が
分か っ た (Fig. 3 5 B) o
- 7 0 -
Fig. 3 4 Su rgical e xtr a ctio n of a 1 4 day-cultu r ed hete r o
- sphe mi dco叩 O S ed of
bl皿Ia nderTRal fibr oblasts a nd hu m a n chola ngio ca r cirlO 氾 C ells-from a nude lm u S e
afterimpla ntat,io n for 7 days , (Ba r= 1 m 和)
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a- 2 - 5 真皮根絶芽細胞 と 表皮角化細胞か ら構成 され る
ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ド の 免疫組織化学 的検討
【実験方法】
1･ 1c m2の T型基質上 に D M E培 地 2mlを用 い て ヒ ト真皮由来綿椎茸細胞 を播種
し コ ン プ ル エ ン ト と し た 後､ K GM 培地
*9
(倉敷紡績 臓〕 製) 1 mlを開 い て と
卜 表皮角化細胞 (エ ビ/て ッ ク ; 倉敷紡績 〔株〕 製) を線椎茸細胞 2 に対 し て 1 の
割 合で 重層播種して 2時間共培養した ｡ L C S T以下に温度を下 げて ､ 角化細
胞 が 接着し た棟維芽細胞 の 単層細胞シ ー トを脱着回収 し ､ こ の 細胞シ ー ト をⅡ型
基 質上 へ 移し て K GM 培 地 2 mlを用 い て 培養す る こ と で ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ドを作
製 し た (卜3- 1 参照) ｡ こ の ス フ ェ ロ イ ド形成過程 より ､ 経時的に正中面付近
の 厚さ 2FL m 垂 直パ ラ フ ィ ン 切片を作製し ､ 脱パ ラ フ ィ ン後 に へ マ ト キ シリ ン ー
エ オ シ ン 染色 ､ お よび 抗 ヒ ト上皮性ケ ラチ ン 単ク ロ ー ン抗体 (A E l ; ベ - リ ン
ガ - ･ マ ン ハ イ ム山之内 〔株〕 製) を用 いた 免疫組織化学染色を行 っ て ､ 光学顕
微鏡 で 観察 し た (卜3- 2 参照) 0
【実験結果】
ヒ ト上皮性 ケ ラ チ ン に対する染色 に 陽性の角化細胞は ､ 脱着浮遊 した 直後の細
胞 シ ー トで は単層 の線維芽細胞の 上 に点在 し (F ig. 36 A) ､ 30分培養後に は 2 -
3層 の 両細胞 か ら構成 さ れ る凝集塊内に点在し た (Fig. 36B) ｡ さ ら に ､ 3 時
間培養後 に は 7 - 8層以上 の 両細 胞か ら構成され る 凝集塊内で ､ 2 0- 30の 細胞 よ
り 集団を形成す る よ う に なり (Fig. S伝C) ､ 12時間培養後に は 両細胞か ら構成さ
滞 る 凝集境内で 形成さ れ た こ の細胞集団は外周 部へ 移行する像を呈 し た (Fig. 36
D) ｡ 24時間培養以降 の ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ドで は ､ 数層か ら構成さ れる角化細
*9
K GM 培地 :0. 4%(Ⅴ/v)ウ シ下垂体エ キス ､ 0. 5 /l g/mlハ イ ドロ コ ー チ ゾン ､
10 ng/mlE GF ､ 5 FL g/mlイ ン スリ ン ､ 50LLg/mlゲ ン 夕 マ イ シ ン ､ お よ び0.25
LLg/mlア ン プ オ テ リ シ ン B含有 の 改変M C D B 1 5 3培地 で あ る o
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胞が鴇椎茸細胞の凝集塊の 外側を完全 に 覆う よう になり (Fig. 3 6E , F) ､ そ の
ため
■
内部の 練椎茸細胞はや日 間培養後に は 核萎縮像を呈 し (Fig. 36G) ､ 7 日間
培養 後に は 脱核像を呈 し た (Fig. 36 H) ｡ ま た ､ ヘ マ トキ シ リ ン - エ オ シ ン 染
色 に よる 観察で ､ ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ドの 外周部 へ 移行 し線 維芽細胞 の 凝集塊 の 外
側を完全に 覆う よう に な っ た角化細胞は ､ 次第に 角化する 分化像を呈 し た (Fig.
36 Ⅰ, J , K , L) ｡
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第三 章 考察
綿維 芽細胞 の ホ モ ス フ ェ ロ イ ドを用 い た実験 系よ り ､ タ ン パ ク質の 合成阻害剤
で あ る シ ク ロ へ キ シ ミ ドも しくは R NA の合成阻害剤で あ る ア クチ ノ マ イ シ ン D
が ､ ス フ ェ ロ イ ド形態形 成の 後期 を可逆的に 阻害し た こ と か ら ､ 滑ら か な縁の 完
全 な ス フ ェ ロ イ ド を形成 する ため に は ､ 何ら か の 形態形成因子 の 形質発現が 必要
で あ る と 考え ら れ た ｡ し か しなが ら ､ 初期 の著 し い 収縮凝集 に は こ れ らの 薬剤
8i あ まり彩管 して い な い こ と か ら ､ 初期に はむ し ろ細胞 - 細胞 間の 細胞 膜相互作
用 が重 要 で あ る と考 え られ る ｡ なお ､ ス フ ェ ロ イ ドの 解糖 系代謝能 と 細胞貯蓄
エ ネル ギ ー 量は ､ 単層培養細胞に 比較 して著 しく 低 い こ と か ら ､ 第 一 編 で の 組織
形態 学的 に休止 期で ある こ と に加え て ､ 生化学的に も活動休止 期状態 で あ る と 言
え る ｡ この よう に ､ 増殖期と考え られる 単層細胞か ら休止期 と考え られ る ス フ
ェ ロ イ ド へ の 遷 移状態 は ､ 生体の 発生 ､ 分化､ も しく は 病態変化 と類似性 が ある
と考 え ら れ ､ 今 後､ 様 々 な薬剤 を用 い た形態 形成 阻害を指標 と した 細胞毒 性試験
系 と して の応用 が 期待さ れる ｡
ま た ､ 混合播種法で作製 し た肝実質細胞 と非実質細胞の ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ドは ､
肝小胞体膜結合性 エ ス テ ラ - ゼ活性を60日間以上 維持 して お り ､ さ ら に ､ 重 層播
種法 で 作製 し た線維芽細 胞と 肝実質細胞の ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ドは ､ カル ポキ シル
エ ス テ ラ ー ゼ の 三 種の ア イ ソザイ ム が発現 して い る こ と が 免疫組織 化学 的に 確認
され た ｡ こ れ らの 事実か ら ､ 今後 ､ 肝細胞 ス フ ェ ロ イ ドは肝毒性評価系 と して
の 応 用が 期待 さ れ る ｡
生体内 で の 器官や組織 の 基 本構造 は ､ 繰椎茸細 胞に代表さ れ る 間葉 系細胞 が コ
ラ ー ゲ ン に代表 さ れ る細 胞 外マ トリ ッ ク ス内 に存在す る 間葉 系組織 の 上 に ､ 基 底
膜を介 して ､ 組織特異 的な機能を有 した上皮系細 胞が 存在 して い る (Fig. 37) ｡
本研究で は ､ こ の 基本構造を模倣して 閉業系細胞上 に上皮系細胞を重層播種する
こ と で ､ 両細胞 か ら構成 さ れる ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ド を作製し組織学的検討を行 っ
た ｡ 上皮系細胞 が 表皮角化細胞の よう に被覆性上皮細胞 の 場合 は ､ ヘ テ ロ ス フ
ェ ロ イ ド の 外周部 に 移行 し て 間葉系細 胞集拭 を覆う よう に な るが ､ 上皮系細胞 が
肝実質細胞の ように 非被覆性上皮細胞の 場合は ､ ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ド内部に 両細
胞が 混荏 して 周 囲 は窟平化 し た間葉系細胞で 覆 われる こ と が 明か と なり ､ 微細形
- 7 6 -
態 で は か なり生体 に類似 して い る こ と が分か っ た ｡ また ､ 上皮系細胞が被覆性
の 胆管 癌細 胞の 場合 は ､ ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ドの 外周 部 に移行し た後 ､ 内部の緑碓
井抑胞 集団内 に 侵入 し て 原 発病巣 に酷似 した分化型 の 腺管構造 を形成 した o 以
卜の こ と か ら ､ 間菓系細胞 と 上皮系細胞か ら構成さ れ る ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ドは ､
オ ル ガ ノ イ ドと考え ら れ､ 実 験動物 も しく は ヒトの 二 次元培養細胞と 比較する と ､
よ り と 卜と い う 生体に 外挿 し易い 位置 に ある と考え られ る (Fi.g. 38) 0
ま た ､ 培養 ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ドをヌ ー ド マ ウス の 側腹部皮下組織に 移植 する と ､
ス フ ェ ロ イ ド内 に宿主血管が 新生 して生者する こ とで ､ 移植ス フ ェ ロ イ ドが 維持
さ れる こ と が 分か っ た ｡
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総括
本研 究で は ､ 計画 的 に ス フ ェ ロ イ ドを作製す る技術を確立 する と と も に ､ そ の
生化学的 お よ び組織学 的応 用を検討 し ､ 以下 の 結果 を得 た ｡
I) 培養温度3 7 ℃で は 水不溶性を示すが 約3 0℃ の 下限臨界共溶温度 (L C S
T) 以下 の室温で は 水溶性を示す温度感受性ポリ マ ー で あり ､ 接着依存性細
胞 と全く親和性の な い ポリ Nイ ソプ ロ ビ ル ア ク リル ア ミ ド (P N I PA Am)
と ､ 天然 の 代表的細胞接着性 タ ン パ ク 質で ある I 型 コ ラ - ゲ ン を混合 する こ
と で ､ 温度感受性の 細胞培養基質 (Ⅰ 型基質) を作製す る こ と が 出来た ｡
Ⅰ型基 質上 で コ ン フ ル エ ン トま で培養 し た細 胞は ､ 培 養温度3 7℃ か ら L C S
T以下 の室温に す る と い う僅か な温度減少の み で ､ トリプ シ ン な どの 脱着酵
素や E D T A を使う こ と なく ､ 細胞 一 細胞間結合 を維持 した 一 枚の シ ー ト状
細胞 と して 回収 さ れた ｡
2) l 型基質上 で コ ン フ ル エ ン トま で培養した ヒ ト真皮由来練維芽細胞をL C S
T 以下の 室温に す る こ と で ､ 脱着浮遊 さ せ て 回収 し た 一 枚の 単層 細胞 シ ー ト
は ､ P N I P A Am の み で構成さ れる 細胞非接着性基質 =Ⅰ型 基質) 上で 培
養す る と ､ 次第 に収縮凝集 して ､ 培養2日 後 に は 多細胞性球状凝集塊 (ス フ
ェ ロ イ ド) を形成した ｡ す なわち ､ こ の 方法 を用 い て ､ 間葉 系の 正常ア ダ
ル ト細胞で ある と 卜真皮由来線維芽細胞の ホ モ ス フ ェ ロ イ ドを作製 して ､ 長
期間培養する こ と が 可能とな っ た ｡ なお ､ こ の正 常ア ダル ト細胞 の ス フ ェ
ロ イ ドは ､'従来報告さ れ て い る 癌細胞や胎 児期の 細胞 か ら構成 さ れ る ス フ ェ
ロ イ ドと は性 質の相 違す る点が 多か っ た ｡ ま た ､ こ の 技術に より ､ 増殖 期
と 考え られる 二 次元 単層培養細胞と ､ 休止 期と考え ら れる三次元構築体で あ
る ス フ ェ ロ イ ドの可 逆的作製が可能で ある こ と が確認され た ｡
:LH 二 種類以上 の 細胞 を Ⅰ型基質上 に 重層播種 も しく は 混合播種 する こ と に よ り ､
任意の サイ ズ と任意 の 構成細胞比を有 した ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ドを ､ 計画的に
作製 する こ とが 可 能と な っ た ｡
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4) こ の 正常 ア ダ ル ト細 胞 の ス フ ェ ロ イ ド形成に は ､ 何 らか の 形態 形成因子 の 形
質発現 が 関与し て い る こ と ､ ま た ､ ス フ ェ ロ イ ド形成後の構成細胞は活動休
止期状態 に あり ､ 組 織特異的機能発現 を長期間雑持 して い る こ と が確認され
た ｡
5) 一t 型基質上で 培養し た間葉系細胞上 に上皮系細胞を重層播種する こ とに よ り
両細 胞か ら構成さ れ る ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ドを作製 した結果 ､ ス フ ェ ロ イ ド内
で の 上皮系細胞 の 局在性に は ､ 表皮角化細胞 の よう な被覆性細胞 ､ 肝実質細
胞 の よう な非被覆性細胞 ､ も しく は 胆管癌細 胞の よ うな被覆性癌細胞の そ れ
ぞれの 特徴が あり ､ 微細形態は生体器官に酷似 して い た ｡ ま た ､ 培養ヘ テ
ロ ス フ ェ ロ イ ドをヌ ー ド マ ウス の 皮下組織に移植する と ､ ス フ ェ ロ イ ド内 に
宿主血管 が新生 して 生 者 ､ 推持さ れ た ｡
6) こ の よう な 組織工 学 的技術の 開発 に より ､ 計画 的に作製出来 る 間葉系細胞 と
上皮系細胞か ら構成 さ れ る ヘ テ ロ ス フ ェ ロ イ ドは ､ オ ル ガ ノ イ ドと して 人工
臓器 も しく は動物実験代替法と して 奏効､ 毒性評価試験系と して の応用が今
後期待出来る ｡
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